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Las actividades fisiolégicas de los organis- 
mos estdn sujetas a la influencia de los factores 
sicos del medio ambiente, siendo los mds importantes 
a este respecte la temperatura, los gases disueltos,la 
presi6n,la luz y la salinidad. Los conformistas fisi(0 
légicos, como es el caso de muchos invertebrados y, 
en algunos aspectos, los vertebrados inferiores, de- 
penden mds de los cambios de su ambiente fisico que 
los reguladores fisiolégicos, las aves y los mamife- 
ros. AsI, mientras que en los reguladores es notoria 
su capacidad de mantener un estado interne mds o me­
nés constante frente a las variaciones de las condi- 
ciones ambientales, muchos conformistas han desarro- 
llado adaptaciones que les permiten explotar o, al - 
menos,resistir las fluetuaciones de su medio (Hochach 
ka y Somero, 1973).
La temperatura limita la distribucién de los 
animales y, al mismo tiempo, détermina su actividad 
en muchos cases. Las temperaturas de la superficie de 
los océanos abiertos estdn dentro de un intervale en 
tre -2 y 30?C, y las temperaturas del aire entre -70 
y 85-C. En general, la actividad vital se da solo en 
tre los 0 90 y los 40 9C, viviendo la mayoria de los a 
nimales entre unos limites no muy estrechos, Muchos 
animales tienen una temperatura corporal paralela, en 
cierto modo, a la del medio ambiente, estes son los 
animales de sangre frla o poiquiloterrnos ; la palabra 
poiquilotérmico significa cambiante de temperatura - 
(Presser, 1973).
La temperatura de las células metabolizadoras 
es, necesariamente,mds alta que la de su medio, debi 
do a que la oxidacién y la glucolisis liberan calor.
La temperatura de un animal depende del balance de a 
quelles factores que tiendan a ahadir o a substraer
-2-
calor. El calor se puede ganar por termogenesis meta 
bélica (endotermia) o por absorcién de calor de ori- 
gen extemo, principalmente de la radiacién solar (ec^  
totermia). El calor se pierde por radiacién, convec- 
cién, conduccién y vaporizacién del agua; la pérdida 
de calor se favorece por los fluidos circulantes de^ 
de el interior del cuerpo a la superficie del mismo, 
y se reduce por el aislamiento. Los poiquilotermos - 
no carecen por complete de control térmico, pueden - 
realizar este tipo de control a través de mécanismes 
de comportamiento, por entrar en un estado de letargo 
(hibernacién, brumacién o torpor), o por compensacig, 
nés metabélicas o nerviosas (Presser, 1973)*
-I.-CAPACIDAD DE ADAPTACION A LA TEMPERATURA DE LOS 
POIQUILOTERMOS.-
Los poiquilotermos muestran alteraciones en 
las tasas de comportamiento, de algunas de sus fun*-- 
ciones y de su actividad bioqulmica, junte con cam^- 
bios en las temperaturas létales, frente a las varia 
ciones de la temperatura ambiental. Los poiquiloter­
mos acuAticos son, ademâs, incapaces de regular efec 
tivamente su temperatura corporal mediante respues—- 
tas de comportamiento o metabélicas y circulatorias^r 
la temperatura corporal de muchos de estes poiquilo— 
termes refieja la del medio externo (temperatura del 
agua), excepte cuando esta dltima cambia muy ràpida- 
mente (Hazel y Presser, 1974). En el caso de los an— 
fibios terrestres y semiterrestrès esta situacién se 
complica, puesto que algunos absorben las radiacio-- 
nes solares por exposicién directe al sol, elevando 
sus temperaturas corporales muy por encima de las am 
bientales, mientras que otros, frente al exceso de — 
calor o en la actividad normal, pueden enfriarse me— 
diante la evaporacién de1 agua corporal, manteniendo 
temperaturas internas por debajo de las ambientales 
(Brattstrom, I970).
De todas formas, cuando un poiquilotermo se 
transfiere de un ambiente térmico a otro, muchos as^ 
pectos de su fisiologfa y de su bioqufmica se alteran 
de manera que, a veces, compensan el cambio en la tem 
peratura* Segdn Somero (Hochachka y Somero, 1973; So_ 
mero, 19^9; Somero y Hochachka, 1969), las compensa- 
ciones térmicas pueden ocurrir en, por lo menos, très 
tipos de périodes: l) instantanea, 2\ aclimatacién - 
( o aclimatizacién) compensadora, al cabo de dfas o 
semanas de exposicién a la nueva temperatura, y 3) — 
seleccién sobre varias generaciones de ciertas espe- 
cies animales de variantes genéticos adaptados a un 
régimen particular de temperaturas. La seleccién na­
tural^ por otro lado, puede operar limitando las pro^  
piedades de respuesta instantAnea y las de aclimata- 
çién compensadora.
-1.-Adaptacién global de los animales.- 
-A.-Compensacién térmica ins teint Ane a. -
Los procesos fisiolégicos que se caracterizan 
por mostrar valores de préximos a la unidad o sub^
tancialmente raenores que los valores normales de Q^q 
(2-3) y no son irreversiblemente termolAbiles, mues— 
tran, la mayorfa de ellos, compensacién térmica ins­
tant Anea. Asf, muchos poiquilotermos sometidos a fluc_ 
tuaciones de su ambiente térmico muestran, a menudo, 
este tipo de compensacién frente a ligeros cambios — 
en la temperatura, al menos en una porcién del inter 
valo de temperaturas propias de su ambiente natural.
Se podrfan citar los casos de la culebra Thamnophls 
sirtalis (Aleksiuk, 1971), las salamandres Desmogna- 
thus fuseus y D. ochropheaus (Fitzpatrick et al., - 
1971, 1972) y la rana grillo Acris crepitans (Dunlap, 
1971, 1972). Estos dates indican que muchos poiquilo^ 
termes presentan un intervale térmico en el que su - 
métabolisme de repose es independiente de la tempera 
tura y, en este sentido, estos organismes demuestran 
una capacidad para la compensacién térmica instantA—
nea,
-B,-Compensacién térmica por aclimatacién•-
Cuando un poiquilotermo se somete a un cambio 
de la temperatura ambiental persistante durante un pe_ 
riodo que oscile entre dias y meses, se inician unos 
cambios adaptatives que pueden proporcionar al orga­
nisme tasas de actividad fisiolégica sirailares a pe- 
sar de la temperatura corporal distinta. Este tipo - 
de compensacién ocurre en el période de vida de un 
individuo de una especie determinada y, generalmente, 
requiere varias semeinas para que sea complete. A este 
proceso se le denoraina normalmente aclimatizacién si 
el organisme responds a fluctuaciones estacionales de 
los paramétrés ambientales de su ecosistema natural, 
o aclimatacién si el organisme esté respondiendo a un 
parAmetro dnico y bien definido del medio ambiente - 
de ciertas condiciones expérimentales (Hazel y Pro-- 
sser, 1974).
-a.-Efectos de la aclimatacién sobre la actividad glo 
bal de los poiquilotermos.-
Cuando la temperatura baja o sube bruscamente, 
la mayoria de los poiquilotermos muestran una reac-- 
cién exagerada (o sobrerrespuesta) o de conmocién, - 
la cual se pierde en minutes o en segundos. A conti-< 
nuacién se produce un période de estabilizacién que 
puede durar horas; esta es la etapa que se utiliza - 
normalmente para las determinaciones de la Q^q * ” 
tasa estabilizada depende del estado de aclimatacién 
y si el animal se devuelve a su temperatura original 
durante este periodo, la tasa vuelve a su valor ini— 
cial.
Una manifes tacién obvia de la compensacién - 
fisiolégica de la temperatura es aquella en la que - 
los poiquilotermos aclimatados exhiben, a menudo, ni 
veles similares de actividad espontanea en ambientes
térmicos distintos. Como resultado de la aclimataclôn, 
los poiquilotermos acuAticos funcionan generalmente 
mejor en la temperatura a la que han sido aclimatados 
(Fry, 1967); asi, el pez sol verde muestra una corre 
lacién positiva entre la temperatura de aclimatacién 
y la velocidad niAxima de natacién (Roots y Prosser,
1962).
-i.-Consume de oxigeno.-
Cuando un poiquilotermo es llevado brdscamen 
te de un ambiente caliente a otro frio, el consume 
de oxigeno cae inmediatamente debido a un efecto ci- 
nético directo de la temperatura en las reacciones - 
implicadas; después de la fase estabilizada, el con­
sume de oxigeno crece a medida que el animal se va a 
climatando y se estabiliza en un valor caracteristi- 
co del estado de aclimatacién al frio. La capacidad 
de adaptacién ha sido clasificada por Precht (1958,
1973) de acuerdo con cinco tipos; 1) sobrecompensa-- 
cién; 2) compensacién perfecta, la tasa aclimatada 
es la misma cuando se mide a la temperatura de acli— 
matacién; 3) compensacién parcial; 4) sin compensa—  
cién, las tasas siguen la relacién y 5) compensa
cién inversa o paradéjica, la tasa aclimatada al frio 
es mener que la de la transferencia directa de calor 
al frio.
Se conocen muchos ejemplos de aclimatacién de 
tipo 2 y 3 del metabolismo total como medida del con 
surno de oxigeno de todo el animal; une de ellos es - 
el del lagarto Uta mearnsi (Murrish y Vance, 1968). 
También existen varies ejemplos sobre compensacién 
de tipo 5 o inversa en el métabolisme de todo el ani 
mal, especialmeiite como consecuencia de la aclimata^ 
cién al frio; algunos de ellos son: el de la rana h^ 
lida Pseudacris triseriata (Packard, 1972), las sala 
mandras Desmognathus fuseus y D. ochrophaeus (î itzpa 
trick et al., 1971, 1972), la rana grillo Acris cre-
pitans ^Ulinrap, ±yf±f y ±a rana carpmi.ex'a rta-
na vergatlpes (Holzraan y McManus, 1973)* Posiblemen- 
te, los animales que se vuelven letàrgicos en tempera 
turas ambientales bajas puedan beneficiarse de la - 
compensacién inversa, de forma que, durante la expo­
sicién al frio, una reduccién en la demanda y produjç 
cién de energia résultante del modèle de compensacién 
inversa podria aumentar el tiempo durante el que una 
réserva metabélica limitada mantendria al organisme 
(Hazel y Prosser, 1970; Hochachka, 1965)* Sin embar­
go, otras especies de anfibioa anuros que sufren 
hibernacién en los meses fries, como Rana temporaria. 
han mostrado compensacién parcial en el consume de - 
oxigeno, aunque solo en los animales de invierno (Ha 
rri y Hedenstam, 1972; Harri, 1973, 197^), la cual se 
aprecia a los 2 dias de aclimatacién; en Bufo voodhou 
sei de verano, se ha detectado también compensacién 
parcial en la aclimatacién a 10, 15 y 209C y sobrecom 
pensacién a los 259C, de forma que,en el primer caso, 
se sugiere que la compensacién metabélica parcial un^ 
da a la termorregulacién por comportamiento, capacita 
a este animal para mantener un metabolismo energéti- 
co relativamente independiente de los cambios diarios 
y estacionales de la temperatura ambiente durante su 
periodo de actividad, mientras que la sobrecompensa- 
cién podria ser una adaptacién para la conservacién 
de energia durante los meses inAs calientes del verano 
(Fitzpatrick y Atebara, 1974).
En muchos casos, el intervalo de temperaturas 
del ambiente en el que se produce una meseta en el — 
consume de oxigeno en la que hay compensacién instan 
tAnea, depende del historial térmico del organisme, 
variando este intervalo con la estacién y la tempera 
tura de aclimatacién, de forma que el metabolismo es 
virtualmente independiente de la temperatura en las 
zonas correspondientes a la temperatura ambiental pre^  
dominante (Hazel y Prosser, 1974). Se han descrito -
correlaciones entre las temperaturas de aclimatacién 
y las regiones de baja para el metabolismo de la
rana grillo (Dunlap, 1971)# en salamandras (Fitzpa-- 
trick et al., 1971# 1972) y en Triturus alpestris y 
Salamandra atra (Knapp, 1974).
-ii.-Funcién endocrina.—
No se ha establecido correlacién entre la tem 
peratura de aclimatacién y la actividad tiroidea y a 
drenal en peces, como por ejemplo, el ciprino (Klic- 
ka, 1965). En anfibios, concretamente en Rana pipiens. 
se ha encontrado que el higado de animales aclimata-^. 
dos a 25-C, presentan un aumento del 21^ al inyectar 
tiroxina a estos animales, mientras que las ranas a— 
climatadas a 15-C no tienen este efecto (Packard y 
Packard, 1975)# Otras experiencias parecen dar a la 
tiroides y las adrenales un papel mediador en los — 
cambios compensadores del metabolismo oxidativo du­
rante la aclimatacién a la temperatura en anfibios a 
nuros, o, al menos, en el género Rana (Lagerspetz et 
al., 1974; Harri, 1973# 197%), sugiriendo que las ca 
tecolaminas pueden tener un papel en la produccién 
quimica de calor y que la adrenalina es la hormona — 
mediadora (Harri y Hedenstam, 1972).
-C.-Compensacién térmica evolutiva.-
La adaptacién térmica durante périodes evolu 
tivos es el proceso mediante el cual una especie se 
adapta a un ambiente térmico especffico a lo largo 
de varias generaciones, con el resultado final de — 
que organismes de latitudes muy diferentes pueden ex 
hibir tasas similares de actividad fisiolégica cuando 
se miden y se comparan en sus temperaturas ambienta— 
les (Hazel y Prosser, 1974). Dentrc de este apartado 
se puede incluir también la aparicién de cierto gra- . 
do de termorregulacién en algunas especies de poiqu^ 
lotermos.
-a.-Metabolismo y consumo de oxigeno.-
Las cuiTvas de metabolismo-temperatura de an^ 
maies de regiones frfas estAn mAs desplazadas hacia 
las temperaturas bajas que las correspondientes a los 
animales de las regiones cAlidas. Cuando las curvas 
de los peces tropicales se extrapolan por debajo de 
sus temperaturas létales inferiores, quedan mAs aba- 
jo que las de las especies Articas (Scholander et al., 
1953}* Algo similar parece ocurrir en los anfibios — 
(Brattstrom, 1970), cabiendo la posibilidad de que el 
metabolismo anaerobio tenga un papel inesperado. Por 
otro lado, se ha observado que los organismos suje-- 
tos a ambientes constantemente frios parecen estar — 
muy adaptados para funcionar a estas temperaturas, 
pero han perdido aparentemente su capacidad de acli­
matacién térmica (Packard, 1972b).
-b.-Termorregulacién.-
Ciertas grupos de peces, como el atûn y algu­
nos condrictios,muestran una temperatura en el cere- 
bro, en los oj os y en los mûsculos entre 2 y 129C —
por encima de la del ambiente (Carey et al., 1971» - 
Linthicum y Carey, 1972; Sugimoto y Nosoh, 197l)> 
tes gradientes térmicos se mantienen mediante las re 
tia mirabile, las cuales evitan las pérdidas del ca­
lor de origen metabélico. Sin embargo, en la mayorfa 
de los casos, no se trata de una auténtica termorre­
gulacién, sino del mantenimiento de un gradiente tér 
mico fijado entre el mdsculo y la temperatura del a— 
gua (Hazel y Prosser, 1974).
El comportamiento termorregulador pareee no 
estar ni muy bien descrito ni bien comprendido en el 
caso de los peces; no obstante , existen una serie — 
de descripciones (Fry y Hochachka, 1970). Sin embar­
go, se sabe que el método termorregulador principal 
de los anfibios es el comportamiento, en el cual se 
han establecido dos grandes categorfas : el relaciona
do con la actividad general a traves de las estacio— 
nes, en el que estarIan incluidos fenémenos tales co 
mo la hibernacién y el torpor, y los de naturaleza 
especffica y diaria, como la toma de sol, la salida 
del agua para favorecer la evaporacién y la activi-- 
dad noctuma, siendo estos tipos de comportamiento e 
senciales en los anfibios terrestres y semiterrestrès 
(Brattstrom, 1970)•
-2.-0rganos y tejidos
-A.-Compensacién térmica ins tantanea.-
Es posible que las medidas de la respiracién 
de los tejidos con respecto a la temperatura guarden 
cierta relacién con las obtenidas del animal entero. 
Asf, por ejemplo, se ha observado que las curvas de 
respiracién-temperatura de homogenados de higado de 
Salamandra atra presentan una meseta insensible a la 
temperatura en la regién correspondiente a las tempe 
raturas preferidas, la cual coincide con la de la me 
seta présente en las curvas respiracién-temperatura 
de homogenados de todo el animal (Knapp, 1974).
-B.—Compensacién térmica por aclimatacién.-
La aclimatacién a la temperatura, medida en 
términos de comportamiento, puede referirse en pàrte 
a cambios adaptativos de la funcién neural. Obviamen 
te, el sistema nervioso, a través de su recepcién sen 
sible, es el érgano primario de la adaptacién a la - 
temperatura ambiente (Lagerspetz, 1974). AdemAs, la 
investigacién neurofisiolégica y farmacolégica ha con 
firmado el punto de vis ta expresado por Sherrington 
(1906) de que los contactos funcionales entre dos c^ 
lulas nerviosas, las sinapsis, y los contactos funcio 
nales entre células nerviosas y efoctores, son, en - 
muchos casos, las partes mAs sensibles y adaptativas 
en el sistema nervioso y en el animal entero. Por e- 
jemplo, los estudios sobre la transmisién neuromuscu
lar en Rana pipiens han indicado que la funcién si-- 
nAptica es mAs sensible a la temperatura que el ner- 
vio o el mdsculo; ademAs, la sensibilidad de las mem 
branas postsinApticas a la acetilcolina aumenta apa­
rentemente durante la aclimatacién al frfo (Jankow-- 
sky y K o m  , I965) •
-a.-Consumo de oxigeno.-
En muchos casos, las adaptaciones del consu­
me de oxigeno de todo el animal se reflejan en compen 
saciones comparables del consumo de los tejidos des­
pués de un periodo de aclimatacién al frio; sin embar 
go, no todos los tejidos examinados reflejan el mode^ 
lo de aclimatacién de todo el animal ni todos los t_e 
jidos mues tran el mismo grade de aclimatacién. Por e^ 
jemplo, la culebra Thamnophis sirtalis parietalis a— 
climatada a 4 @C tiene un descenso en la tasa metabé­
lica del higado y un aumento en la del corazén; el - 
metabolismo de 1 mdsculo esquelético crece con la acl^ 
matacién al frio en los animales de verano, mientras 
que no se altera en los animales de invierno (Hoskins 
y Aleksiuk, 1973)* El consumo de oxigeno de los cor- 
tes de mdsculo esquelético de Rana temporaria mues tra 
un descenso compensador con la aclimatacién al calor 
de los animales de invierno pero no en los de verano 
(Lagerspetz et al., 1974).
-b.-Fluidos corporales y sistema circulàtorio.-
El pli de la sangre de los poiquilotermos va­
ria en proporcién inversa con la temperatura. Se ha 
observado que el pH sanguineo de ranas, sapos y tortu 
gas aclimatados a temperaturas entre 5 Y 35-C descien 
de de forma casi lineal en funcién de la temperatura 
corporal, con un valor de ApH/2C de -0,0l6, yendo a— 
compahados estos cambios en el pH de un descenso en 
los niveles de Pco^ y de un aumento en las concentra 
ciones de bicarbonate con el frio (Howell et al., - 
1970). El ApH/9C del agua neutra es de -0,017 entre
3 y 37-C; estas diîerencias entre eJ. pu sanguineo y 
el del agua neutra se mantienen aproximadamente con^ 
tantes, sugiriendo que los poiquilotermos no regulan 
la constancia del pH, el PcOg o el bicarbonate, sino 
un cierto grade de alcalinidad en relacién con el — 
punto neutro del agua (Rahn, 1965).
Los niveles de los electrolitos mayoritarios 
del suero -Cl” y Na'*’— tienden a aumentar en los telei 
ésteos marines y a disminuir en los de agua dulce - 
con la aclimatacién a baja temperatura, segiîn se ha 
podido deducir de una serie de expérimentes (Ummin—  
ger, 1969, 1969b, 1970), reflejando probablemente un 
impedimento de la regulacién iénica en ambos grupos 
de peces con el frio; también se ha sugerido que es­
te podria representar una adaptacién fisiolégica que 
conseive energia en el frio y que podria deberse a 
un gasto limitado de aquella mejor que a un impedi—— 
mente de la osmorregulacién per se (Presser et al., 
1970). Sin embargo, estos cambios parecen ocurrir a 
temperaturas extremes, ya que la mayoria de las evie* 
dencias sugieren que los teleôsteos son buenos regu-»
1adores osméticos e iénicos en su zona de tolerancia 
de temperaturas (Hazel y Presser, 1974). Asi, la osmo_ 
rregulacién parece mantenerse, al menos en los peces 
de agua dulce (Umminger, 1971), describiéndose una — 
compensacién perfecta de la osmolalidad sérica en Cy 
prinus carpio con las baj as temperaturas, a pesar de 
observarse un descens o en los electrolitos séricos 
(Houston et al., 1970).
En Rana temporaria, el contenido de Ca, Mg y 
Zn de hueso, mûsculo, corazén y rihén es,en general, 
alto en verano y otono y bajo en invierno y primàve- 
ra, con la salvedad de que, durante la época de ayu­
no del invierno, el hueso parece ser una réserva e— 
fectiva de Ca y Mg,y que, durante la puesta, el con­
tenido de Mg del mdsculo decrece mucho (Pasanen y —
Koskela, 197b;.
En algunos casos, se ha podido detectar un - 
aumento en el contenido tisular de agua en peces dul. 
ceacuicolas aclimatados al frio (Hazel y Prosser, -
1974). En Rana temporaria. el contenido de agua es, 
en general, alto en el mdsculo, corazén y rihén en - 
ambiente acuAtico, esto es, en invierno y primavera, 
y baj o en el terrestre, es decir, en verano y otono, 
teniendo el hueso sus valores mAximos en verano; du­
rante la primavera, el contenido de agua de muchos 
érganos es bajo, estando relacionado posiblemente — 
con el rApido crecimiento de los ovaries de las hem— 
bras y de la linfa de los machos (Pasanen y Koskela, 
1976). Por otro lado, se ha observado que el contenir 
do de agua de todo el animal, en la rana, aumenta — 
con la temperatura ambiental y desciende con ella — 
(Holzapfel, 1937; Grainger, I96O; Jankowsky, I96O; 
Miller et al., I968).
Debido al efecto de la temperatura sobre la 
solubilidad de oxigeno, un poiquilotermo acuAtico ex 
puesto a altas temperaturas se enfrenta con una ma-- 
yor demanda de oxigeno en un ambiente que es relati­
vamente hipéxico. En los teleésteos dulceacuicolas, 
este problema se soluciona, al menos parcialmente, - 
aumentando la capacidad de transporte de oxigeno de 
la sangre después de la aclimatacién al calor (De - 
Wilde y Houston, 19&7; Houston y De Wilde, 1968; 1969; 
Grigg, 1969)* Se ha sugerido que la capacidad de bom 
beo del sistema circulàtorio puede ser mayor con la 
aclimatacién al calor (Hart, 1957), y se ha observa­
do que hay mayor aporte de sangre al miSsculo en cipri 
nos aclimatados a 23-C que en los de 5 -G (Das y Pro_s 
ser, 1967). Se han descrito ajustes compensadores en 
la frecuencia cardiaca en la lagartija Uta (Murrish 
y Vance, I968) y en ranas sumergidas (Jones, 1972) y 
un descenso progresivo en la frecuencia cardiaca de
Rana temporaria de invierno aclimatada a 23~C al ex- 
ponerla a 5-C, mostrando un ligero aumento inicial, 
y alcanzando los niveles mAs bajos a los k dias, man 
teniendose en ellos a partir de este 4 9 dia de expo­
sicién al frio (Harri, 1974b). Por otro lado, se han 
descrito una serie de criterios que diferencian a las 
ranas en hibernacién de las de verano aclimatadas al 
frio, entre los que estAn; descenso en el volumen - 
sanguineo, ndmero de eritrocitos y porcentaje de he- 
moglobina; descenso e irregularidad de la frecuencia 
cardiaca, la cual no aumenta linealmente con la tem­
perature; y aumento del tamaho celular (Holzapfel, - 
1937)• Se han descrito también cambios lineales en - 
la frecuencia cardiaca frente a la temperatura en sa 
pos durante el verano, mientras que en invierno esta 
relacién solo résulté lineal entre los l4 y 239C (S- 
tier y Bock, 1966). Se ha mostrado un aumento en el 
contenido de oxigeno y diéxido de carbone de la san­
gre de Bufo melanostictus hibernante (20-229C) fren­
te al animal no hibernante (28-309C), posiblemente — 
debido al aumento de la capacidad transportadora de 
oxigeno por la mayor concentracién de hemoglobina y 
las mayores cantidades de CO^ disuelto en plasma de­
bidas a la hemoconcentracién (Boral y Deb, 1966).
También podrian estar implicados en la res-- 
puesta aclimatatoria ajustes en la eficacia de extra^ 
cién y ventilacién, de manera que una combinacién de 
todos estos factores compensaria la demeinda de oxigjs 
no aumentada en las altas temperaturas (Hazel y Pro­
sser, 1974), segdn se deduce de la observacién de — 
que la tensién de oxigeno de la sangre arterial y del 
mésculo esquelético blanco de Anguilla no varia con 
la temperatura de aclimatacién (jankowsky, I968).
-c.-Diges tién.-
La aclimatacién de la funcién digestiva y del 
transporte intestinal lleva consigo también cambios
inducidos por la temperatura. Asl, se han observado 
ajustes compensadores en la tasa y contenido enzimd- 
tico de las secreciones gdstricas en peces, siendo, 
al parecer, la digestion mds rdpida a alta temperatu 
ra (Smit, 19^7; Owen y Wiggs, 197l)* Estos cambios, 
en algunos casos, afectan a la naturaleza de las pro- 
teinas transportadoras, por ejemplo de sodio (Smith, 
1966), de manera que la proteina sintetizada en el - 
frio tiene mayor afinidad por el sodio que la de ca­
ler, produciéndose un efecto compensador perfecto.
Esto podria influir en la tasa de captacién activa 
tanto de iones, como de glucosa, como de aminodcidos, 
por las células de la mucosa intestinal, aunque son 
también importantes los efec tes de las variaciones en 
la composicién de las membranes, ya que pueden regu­
lar, a su vez, el flujo pasivo de materiales a partir 
de las células de la mucosa (Smith y Kemp, 197l)•
—d .-Variaciones en los niveles de productos metabéld. 
cos .-
Se ha podido detectar que el contenido de glu 
cégeno del cerebro del pez Scardinius erythrophthal- 
mus es mayor entre los meses de octubre y febrero, a 
si como que el contenido de glucégeno del cerebro de^ 
ciende con la aclimatacién a temperaturas altas mien 
tras que el de glucosa no varia; por otro lado, el - 
contenido de ambos productos metabélicos no varia 
en el higado con la aclimatacién a dis tintas tempera 
turas. En el ciprino se han observado modèles semejan 
tes, asi como que el contenido de glucégeno del cere^  
bro va aumentando paralelamente al tiempo de aclima­
tacién a la baja temperatura (Breer y Rahmann, 1974).
Los valores de glucosa en sangre no varian en 
Rana temporaria después de la puesta de huevos, pero 
durante la época de puesta son relativamente altos — 
(Smith, 1934; Miller, I96I), posiblemence relacionados 
con un aumento en la actividad metabélica general y
con un aumento en la actividad de la hipéfisis, las 
gldndulas interrenales y la tiroidea y las génadas• 
Durante la hibernacién, el descenso de glucosa en san 
gre va acompahado de un aumento en el contenido de 
glucégeno del higado y de todo el cuerpo (Miller, - 
1961). En general, en los anfibios aclimatados al — 
frio el nivel de glucosa en sangre es mds bajo que 
en los aclimatados al calor (Hermansen y j/rgensen, 
1969; Jungreis y Hooper, 1970; Jungreis, 1970; Harri 
y Lindgren, 1972), siendo esta diferencia mayor en 
los einimales de verano, puesto que los niveles de es^  
tes animales aclimatados al frio son inferiores a - 
los de invierno en estas mismas condiciones (Harri 
et al., 1972). En las ranas de invierno, el nuevo ni 
vel de glucosa provocado por la aclimatacién al frio 
o al calor se alcanza a los 6 dias de esta, mientras 
que en las de verano el cambio es complete después 
del primer dia (Harri, 1973)« Los esterôtdes adrena­
les y la ACTH (Hanke et al., 1969), el glucagon ( -
Wright, 1959; Hanke y Neumann, 1972; Penhos y Ramey, 
1973), la adrenalina (Tindal, 1956; Wright, 1956; -
1959; Wright et al., 1958; Harri, 197%) y la noradre 
nalina (Tindal, 1956) inducen un aumento en el cont^ 
nido sanguineo de glucosa en anfibios, o una libera— 
cién de esta a partir del higado, mientras que la in 
sulina hace descender estos niveles (Smith, 1953; —
Wright, 1959), posiblemente, evitando su liberacién 
a partir del higado (Packard y Randall, 1976).
El contenido de glucégeno de higado y milsculo 
y el de lipides de los cuerpos grasos es més alto 
en el otono (Koskela, 1975; Byrne y White, 1975) y 
més bajo en la primavera, después de la puesta, -- 
mientras que el contenido de agua y proteinas se com 
porta de manera inversa. Los niveles de Acides gra-- 
sos libres en plasma son mAs altos en Rana tempora-- 
ria del mes de septiembre que en las de junio y el 
contenido de glicerol es mayor en los animales acli—
matados al frio que en los aclimatados al calor, mien 
tras que la 5-hidroxitriptaimina hace descender los ni 
veles plasmAticos de Acides gras os libres en los ani. 
maies de invierno aclimatados al calor y en los de 
verano aclimatados al frio, y no estimula la lipoli— 
sis en los cuerpos grasos in vitro (Harri et al., - 
1972).
-C.-Compensacién térmica evolutiva.-
Si se compara la termestabilidad del mdsculo 
de poblaciones intraespecificas separadas que habitan 
en ambientes térmicos diferentes, no se notan ajustes 
compensadores, indicando que la terraostabilidad celu 
lar en los poiquilotermos es una caracteristica espe 
cifica de especie y conservative; en cambio, en las 
comparaciones interespecificas, la termostabilidad - 
celular de tejidos homélogos de especies afines estA 
correlacionada con las condiciones ambientales; asi, 
las células de los poiquilotermos que viven en ambien 
tes cAlidos tienden a mostrar mayor resistencia al 
calor que las células comparables de organismos que 
viven en ambientes mAs frios, indicando probablemen— 
te adaptacién térmica. Estos caractères no suelen — 
ser modificables por la aclimatacién térmica (Usha-— 
kov, 1964).
Se ha sugerido que la lesién por calor y la 
muerte celular tienen su origen en la desnaturaliza— 
cién de los complejos protéicos, bas^dose en las — 
grandes correlaciones que existen entre la resisten— 
cia al calor de las proteinas y la de las células de 
las que se han obtenido, ya que la resistencia al ca 
1er de una célula estA determinada por la termostab^ 
lidad de sus sistemas protéicos menos résistantes.
Se han establecido muchas correlaciones de este tipo 
en multitud de especies (ver Hazel y Prosser, 1974). 
Por otro lado, se ha estimado que la labilidad aebi— 
da al frfo puede ser un Indice mejor de la adaptacién 
evolutiva que la estabilidad frente al calor (Cowey,
1967; Beyer, 1972).
-3.-Metabolismo celular y cambios estructurales.- 
-A.-Compensacién térmica instantanea.-
La independencia térmica del metabolismo de 
todo el animal podrfa ser el resultado de las propie 
dades de, por ejemplo, las mitocondrfas, puesto que 
se han aportado valores bajos de para la oxida—
cién de piruvato y succinato (medidas a bajas c one en 
traciones de substrate) en preparaciones mitocondria 
les de algunos invertebrados (Hazel y Prosser, 1974).
También se han demos trade los efec tos inmedia 
tos de la temperatura en los puntos de ramificacién 
del metabolismo, donde la efectividad de dos rutas me 
tabélicas compitiendo por un mismo substrate varia 
con la temperatura (Hochachka, 1968; Fry y Hochachka, 
1970).
-B.-Compensacién térmica por aclimatacién.—
A nivel celular, se ha observado que la acli. 
matacién a la temperatura afecta tanto a la tasa de 
flujo de carbone hacia una ruta determinada como a 
la contribucién de las distintas rutas metabélicas al 
metabolismo total (Hochachka, 1967)# En general, las 
observaciones, realizadas en muchos de los casés en 
peces, se pueden resumir en los siguientes puntos:
-a.-Glucolisis.-La tasa de flujo de carbone hacia la 
glucolisis aumenta con el frio hasta 5 veces (Hochach 
ka, 1967) en truchas,y la produccién anaerobia de A- 
cido es mayor en las branquias de la carpa crucero a 
climatada al frio (Ekberg, 1962). La generalizacién 
de este efecto como una caracteristica esencial de — 
la aclimatacién al frio se ha puesto en duda debido 
a la ausencia de ajustes compensadores en la activi— 
dad catalitica de ciertas enzimas glucoliticas, asi 
como las observaciones de que la respiracién tisular
de las branquias de la carpa crucero (Ekberg, 1962) 
y del mdsculo de trucha (Hochachka y Hayes, I962) es 
mâs sensible a la inhibicidn por âcido iodoac^tico 
en los animales aclimatados al calor. Esto poile de 
manifiesto quizâ iina preponderancia de la glucolisis 
a temperaturas altas y la utilizaci<5n de rutas alter 
nativas del métabolisme de hidratos de carbone en la 
aclimataciôn al frie (Hazel y Presser, 1974).
-b.-Cicle de las pentesas.-
La aclimatacidn al frie parece provecar una 
marcada activacidn del cicle de las pentesas, pasando 
de centribucienes muy bajas a realizar un lOÇé del me^  
tabolismo de la glucosa (Fry y Hochachka, 1970)> asi, 
el consume de oxigeno total del hfgado de ciprino au 
menta un h'yjo en los animales aclimatados al frie, — 
mientras que la respiracidn mitocondrial aumenta solo 
un le cual supone un aumento de la oxidacidn ex
tramitocondrial con la aclimatacidn al frie (Kanungo 
y Presser, 1959). El diôxido de carbone producido por 
la oxidacidn de glucosa marcada con se dériva,
principalmente, de la posicidn en truchas aclima- 
tadas al frie, y de la posicidn en los animales a 
climatados al calor, indicando claramente una mayor 
actividad del ciclo de las pentesas con el frfo (Ho— 
chachka y Hayes, 1962).
-c.-Ciclo de Krebs^y transporte de electrones.—
Con la aclimatacidn al frie, el ciclo de Krebs 
parece aumentar, aunque otras veces se mantiene en - 
los mismos niveles e incluse desciende, dependiendo 
de especies y tejidos, mientras que la funcidn de la 
cadena de transporte de electrones parece aumentar — 
(Freed, I965; Hochachka y Hayes, 1962; Caldwell, - 
1969)• Las elevadas tasas de oxidacidn de acetato y 
palmitato en el mdsculo de la trucha aclimatada al — 
frfo ponen de manifiesto, tal vez, aumentos en la a^ 
tividad tante del ciclo de Krebs como de la cadena
respiratoria (Dean, 1969). A partir de un aumento en 
la sensibilidad de la respiracidn tisular del higado 
del ciprino aclimatado al frio Trente a inhibidores 
taies como el amital, el cianuro y la azida, se ha po 
dido deducir la posibilidad de un aumento en la con- 
tribucidn del ciclo de Krebs al métabolisme total en 
frie (Kanungo y Presser, 1959)•
-d•-Metabolismo de lipides,—
Se ha podido obseirvar un aumento en la lipo- 
génesis con la aclimatacidn al frie, ligero en algu- 
nos casos (Hochachka y Hayes, 1962; Dean, I969), aun 
que en otros, la sintesis de Acidos grasos puede au­
mentar hasta 20 veces (Knipprath y Mead, I968). Asi, 
la aclimatacidn al frie de los poiquilotermes parece 
producir un aumento en el métabolisme lipidico unido 
a un mayor grado de insaturacidn de los Acides grasos 
de los fosfolipidos, asi como cambios cualitativos y 
cuantitativos complejos en las especies de estes, por 
ejemplo aumento en los fosfolipidos de etanolamina, 
y en la posiciAn especifica de los Acidos grasos (Mi. 
lier et al., 1976; Cossins, 1976). Estos cambios se 
han observado en una amplia variedad de especies a - 
todos los niveles de organizaciAn biolAgica, aunque 
los Acides grasos implicados demuestran una especifi. 
cidad considerable con respecte a la especie y al te^  
jido. Esta alteraciAn va acompaiiada generalmente por 
la conversiAn de los Acides grasos saturados caract^ 
risticos de la alta temperatura en sus correspondien 
tes mono y dienoicos y, frecuentemente, por la elon- 
gaciAn y la desaturaciAn, produciendo un nivel mAs - 
alto de Acides grasos poliinsaturados de cadena lar- 
ga con el frie (Hazel y Presser, 1974; Miller et al., 
1976; CossJns, 1976).
Un ejemplo de estos cambios podrian ser las ob 
servaciones realizadas en Rana esculenta aclimatada 
al Trio, en las que se ha comprobado una mayor incor
poraciAn de acetato marcado en la fracclAn de acidos 
grasos no saturados del higado y los cuerpos grasos 
que en las fracciones correspondientes de los anima­
les aclimatados al calor, aumentando las proporciones 
de Acidos grasos polienoicos, con un descenso en los 
niveles de palmitato (l6;0), estearato (l8;0) y olea 
to (l8;l) y unos niveles relatives mAs altos de los 
Acidos linoleico (l8:2), araquidAnico (20:4) y doco— 
satetraenoico (22:4) con la aclimataciAn al frio (Ba 
ranska y Wlodawer, I969)•
A nivel de orgAnulo, se ha comparado la com— 
posiciAn de lipidos de mitocondrias aisladas del te— 
jido branquial de ciprinos aclimatados a 10 y a 3090, 
observandose que aumenta la insaturaciAn de los Aci— 
dos grasos en el Trio, debido a niveles elevados de 
Acidos monoinsaturados y de araquidAnico, eicosapen— 
taenoico (20:5) y docosapentaenoico (22:5) (Caldwell 
y Vernberg, 1970)•
La ventaja selectiva de estos cambios compen 
sadores de la composiciAn lipidica parece ser el he- 
cho de que los lipidos présentes en la aclimataciAn 
al Trio se caracterizan por tener puntos de fusiAn - 
mAs bajos, mayores Areas por molAcula en una pelfcu- 
la monomolecular y mayor movilidad a temperatura ba- 
ja que sus anAlogos saturados, manteniendo probable- 
mente la permeabilidad y la fluidez de las membranas 
independientes, al menos parcialmente, de las fluctua 
clones de la temperatura ambiental, evitAndose la :- 
transiciAn de una fase 11quido-cristalina a una cris 
talina que ocurrirla al cambiar de temperatura la - 
membrana dentro de un intervale fisiolAgico (Van Deje 
nen, 1969; Hazel, 1973; Hazel y Prosser, 1974). Por 
ejemplo, se ha observado que los sinaptosomas del c^ 
rebro de ciprino aclimatado a 25-C se vuelven mAs vi^ 
C O S O S  al enfriarlos que los de los peces aclimatados 
a 5-C, estando relacionados estos cambios con altera 
clones en la composiciAn de Acidos grasos semejantes
a los descritos anteriorraente (Cossins y Prosser, - 
1977, 1977b).
-e.-Sintesis de glucAgeno.-
La aclimataciAn al frlo parece provocar tam- 
biAn un aumento en la sintesis de glue A geno (Hochachka, 
1967; Fry y Hochachka, 1970), segdn se puede deducir 
ademAs del aumento en el contenido de este producto en 
diverses tejidos apuntado mAs arriba,
-f.-Sintesis de protelnas.-
Se ha observado que la tasa de sintesis de — 
proteinas puede mostrar, al menos en ciertas especies 
y tejidos, cambios compensadores despuAs de un peri^ 
do de aclimataciAn. Por ejemplo, se ha descrito un 
aumento en la tasa de sintesis general de proteinas, 
medida por la incorporaciAn de aminoAcidos marcados 
a la proteina, en hlgado de ciprino aclimatado al - 
frlo (Das y Prosser, I967) y en el pez sapo. Opsanus 
tau (Haschemeyer, 1968); este aumento es relativamen
te no especifico, ya que se ha observado en todas — 
las fracciones subcelulares de branquias, hlgado y 
mdsculo del ciprino aclimatado al frlo (Das, 1967)#
En el hlgado del pez sapo, el tiempo medio requerido 
para el montaje de una cadena polipeptldica de longi 
tud mediana compléta desciende con la aclimataciAn 
al frlo, y puesto que el contenido de ribosomas del 
hlgado no se altera con esta y las tasas sintAticas 
computadas a tiempo constante estAn de acuerdo con 
las determinaciones directas de la tasa de incorpora 
ciAn de aminoAcidos marcados a las proteinas, se pu— 
do concluir que la tasa de formaciAn de enlaces pep- 
tldicos era un 70^ mayor en los peces aclimatados al 
frlo (Haschemeyer, 1969c).
-g.-Sintesis de Acidos nucléicos.-
Se ha apuntado un aumento en la tasa de incor
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poraciAn de citidina-H en el RNA microsomal y nuclear
del hlgado y mdsculo de ciprino con la aclimataciAn 
al frlo, lo cual supone unas tasas mAs elevadas de 
sintesis y de renovacidn (turnover) (Das, 196?).
-h.-Microambiente idnico,—
El microambiente idnico puede alterarse duran 
te la aclimataciAn al frlo (Heinicke y Houston, 19&5)• 
Se han realizado tambiAn estudios sobre las variaci^ 
nes del pH intracelular en los mdsculos cardiacos y 
estriado de la rana toro aclimatada; aunque el pH in 
tracelular del mdsculo esquelAtico cambia de forma 
paralela al de la sangre, con un ApH/9C do -0,0l4 a 
-0,01, el del musculo cardiaco parece estar regulado 
a 7,3 y no varia con la temperatura de aclimataciAn 
(Reeves y Wilson, 1969)*
La mayorla de los cambios citados en los a—  
partados anteriores se han observado en el hlgado, — 
tejido en el que la reorganizaciAn metabAlica es muy 
compleja; en otros tejidos, como las branquias, el — 
mdsculo o el cerebro, las reacciones exergAnicas es­
tAn acopladas a funciones muy especializadas, con lo 
que las reorganizaciones metabAlicas pueden resultar 
mAs abreviadas. Por ejemplo, el ciclo de las pento—  
sas no es importante en el métabolisme del cerebro o 
del mdsculo, por lo que los ajustes de este en la par 
ticipaciAn en el métabolisme de la glucosa podrian 
no ser relevantes y, por lo tanto, no darse en estos 
tejidos durante la aclimataciAn al frlo (Fry y Ho-—  
chachka, 1970).
-C•-CompensaciAn tArmica evolutiva,-
Puesto que muchos de los procesos biolAgicos 
dependen de la integridad funcional de los sistemas 
de membranas, no es raro que la composiciAn lipldica 
de la membrana refleje tambiAn la historia evolutiva 
del organisme y el tipo de ambiante al que se haya a 
daptado. Asi, por ejemplo, los Acidos grasos del ce— 
rebro del pez antArtico Trematoinus poseen solo trazas
de Acidos y mientras que los Acidos grasos
poliinsaturados del tipo representan casi un 7^
del total (Morris y Schneider, 1969)# Las membranas 
de los sinaptosomas del coto espinoso aclimatado a 
0 ,59c, de un pez del desierto (3^90) y de la rata - 
(37-C), muestran compensaciAn tArmica evolutiva con 
respecto a la viscosidad, ya que la adaptaciAn a las 
altas temperaturas se correlaciona bien con la pre-- 
sencia de mayores proporciones de Acidos grasos satu 
rados en los fosfoglicAridos, y menos con el Indice 
de insaturaciAn (Cossins y Prosser, 1977)# Las dife- 
rencias en la composiciAn lipldica se reflejan tam-- 
biAn en las caracterlsticas tArmicas de las enzimas 
respiratorias de los homeotermos y de los poiquiloter 
mos (Hazel y Prosser, 1974),
-4,-Actividades enzimAticas•—
-A.-CompensaciAn tArmica instantatea.-
Algunas enzimas de poiquilotermos muestran 
una Qj^ q para la actividad muy prAxima a la unidad, - 
con lo que esta actividad permanece independiente de 
la temperatura dentro de un intervalo determinado de 
temperaturas, Esto ocurre, por ejemplo, en la LDH mu^ 
cular del pez pelAgico Hygophum atratum cueindo se rea 
lizan las medidas a bajas concentraciones de substra 
to (Valkirs, 1978).
-B.-CompensaciAn tArmica por aclimataciAn.—
Las compensaciones mencionadas en las funcio^ 
nes de todo el animal, de los Arganos y tejidos y de 
las cAlulas, se podrian explicar, en parte, a nivel 
molecular por los cambios inducidos por la temperatu 
ra en la actividad enzimAtica, ya que un gran ndmero 
de enzimas muestran modèles compensadores de la actjL 
vidad catalltica durante la aclimataciAn tArmica. — 
Las enzimas que muestran aclimataciAn compensadora 
(tipos 2 y 3 de Precht) estAn asociadas a las rutas 
metabAlicas productoras de energfa expuestas en el a 
partado 3.B.,esto es, enzimas glucollticas, gluconeo
génicas, del ciclo de las pentosas, del ciclo de Krebs, 
transporte de electrones, enzimas digestivas de anima 
les alimentados, Nat/K^-ATPasa de branquias e intes­
tine, y la enzima sintetizante de proteinas aminoaci^ 
transferasa. La mayorla de estas enzimas se caracteri 
zan por cambios en la actividad especifica, medidos 
por la razAn de esta actividad en el animal aclimata 
do al frlo a la del animal aclimatado al calor (frlo/ 
/calor), cuando estas actividades se ensayan a una 
temperatura intermedia a las de aclimataciAn, con va 
lores de la razAn frlo/calor entre 1 y 2, despuAs de 
la aclimataciAn al frlo, a excepciAn de las enzimas 
del ciclo de las pentosas, las cuales parecen mostrar 
mayor compensaciAn. Estos valores se correlacionan ra 
zonablemente con los cambios descritos en el métabo­
lisme celular, tisular e , incluse, de todo el animal 
(Hazel y Presser, 1974).
Hay casos en los que las mismas enzimas que 
en una especie dan compensaciAn parcial o compléta, 
en otra la dan inversa o no presentan compensaciAn, 
esto es, adaptaciones tipo 5 y 4 de Precht respecti- 
vamente. Existen varias explicaciones al respecto - 
(Hazel y Presser, 1970); 1) No hay cambios en la act^ 
vidad enzimAtica si el animal présenta letargo o su^ 
no en el frlo o en el calor, esto es, no se mantiene 
un comportamiento active; esto se refleja en la com­
pensaciAn tipo 3 de la enzima mAlica y la glucosa—6— 
fosfato deshidrogenasa de Rana esculenta (Baranska y 
Wlodawer, 1969) y la ATPasa mitocondrial de tortugas 
(Rotermund y Privitera, 1972). Estas compensaciones 
inversas de la actividad enzimAtica suelen estar de 
acuerdo con los dates de consume de oxlgeno de todo 
el animal de los organismes que experimentan torpor 
inducido por el frlo. Sin embargo, se sabe que la glu 
cosa-6-fosfato deshidrogenasa de la larva de Rana pi 
piens (Audilet y Gray, 1973) y la succiiioxidasa de 
hlgado de Rana temporaria adulta si son espaces de 
mostrar compensaciAn tipo 2 o3 de Precht (Smith, 1973)#
2) Las especies muy estenotermas exhiben frecuente-- 
mente una capacidad limitada para la compensaciAn tAr 
mica, como se ha observado en el pez antArtico Trema 
tomus (Somero et al., 1968). 3) El estado de nutri-- 
ciAn podrfa superar a la temperatura en la producciAn 
de modificaciones de la actividad enzimAtica, posible 
mente debido a la ausencia de esfcdmulaciAn por subs­
trate, puesto que los animales en ayuno muestran una 
adaptaciAn tipo 4 o 3 en sus enzimas digestivas. Es­
to podrla ilustrarse con la actividad succinico des­
hidrogenasa de Eisenia. una lombriz (Kirberger, 1953) 
y la proteasa de la carpa (Mews, 1957)# 4) Puede ha— 
her variaciones estacionales en la capacidad de mos­
trar compensaciones a la temperatura, puesto que la . 
succinico deshidrogenasa de Idus de inviemo tiene — 
compensaciAn (jankowsky y Korn, I963) , mientras que la de 
los animales de verano no (Künnemann et al., 1970).
3) La compensaciAn inversa de la actividad enzimAti­
ca puede ser adaptative con respecto a funciones es— 
peclficas taies como la eliminaciAn de productos de 
desecho del métabolisme potencialmente tAxicos; eni 
este grupo se incluyen enzimas asociadas a los liso- 
somas, peroxisomas, métabolisme de la urea y del ni— 
trAgeno, ademAs de la Mg-ATPasa, acetilcolinesterasa 
y colinaciltransferasa. La mayorla de estas enzimas 
estAn relacionadas con la rotura de productos metab^ 
licos, y, puesto que muchos productos intermedios - 
del métabolisme de hidratos de carbone se pueden acu 
mular en los ciprinos aclimatados al calor (Freed,
1971) y se han observado unos niveles altos de excrei 
ciAn nitrogenada endAgena en el pez sol de branquias 
azules aclimatado al calor (Savitz, I969), las com-- 
pensaciones de tipo 3 podrian resultar verdaderamen- 
te adaptativas (Hazel y Presser, 1974).
La inclusiAn de las enzimas glucollticas en 
la categorla de compensadoras se ha puesto en duda - 
por la observaciAn de que, en muchas especies, aigu— 
nas de estas enzimas, incluida la LDH, muestrsui adap
tacion tipo 3 en lugar de tipo J, be ha sugerido que 
podrfa ser una desventaja reducir la capacidad glucc» 
lltica en un ambiante cAlido, donde la disponibilidad 
de oxlgeno està algo reducida y, consecuentemente, el 
metabolismo anaerobio favorecido, y aumentar la capa 
cidad glucolltica en frlo, donde el ambiante es rela 
tdvamente aerobio (Somero, 1973; Wilson, 1973)# Este 
punto de vista coincide con las observaciones que in 
dican que hay una predominancia de la ruta glucollti? 
ca en calor y una utilizaciAn de rutas alternatives 
del métabolisme de hidratos de carbone (ciclo de las 
pentosas) en el frlo, pero no se apoya en la mayorla 
de las observaciones sobre medidas directas de la ac^  
tividad catalltica de las enzimas glucollticas• Se 
ha tratado de explicar, al menos parcialmente, estas 
observaciones (Hazel y Presser, 1974): l) La eleva—  
ciAn de la capacidad glucolltica en el frlo séria a— 
daptativa en el sentido de proporcionar susbstratos 
para una oxidaciAn posterior, lo cual séria vAlido — 
si dicha capacidad en los individuos aclimatados al 
calor (en conjunciAn con otras rutas productoras de a 
cetil-CoA) no fuera suficiente para satisfacer la de 
manda aumentada de substrates asociada al mayor meta 
bolismo aerobio en el frlo» 2) La compensaciAn de las 
enzimas glucollticas puede ser especialmente pronun— 
ciada en el mdsculo esquelAtico blanco, el cual po-— 
see una capacidad limitada para el métabolisme aerobio* 
Por lo teinto, si la capacidad glucolltica de los indi 
viduos aclimatados al calor es suficientemente alta 
y/o la contribuciAn del mdsculo esquelAtico blanco al 
métabolisme total del mdsculo es suficientemente pe- 
queha, el proceso de aclimataciAn no necesitarla de 
la compensaciAn de las enzimas glucollticas# No obs­
tante, la magnitud de la compensaciAn descrita para 
las enzimas glucollticas es, generalmente, mener que 
la que caracteriza a las enzimas de la cadena de tran^ 
porte de electrones y del ciclo de Krebs (Hazel y Pr_o 
sser, 1974; Shaklee et al., 1977)#
Por otro lado, se ha puesto an duda la extra 
polaciAn realizada a partir de los resultados de un 
pequeno ndmero de enzimas de uno o dos tejidos, que 
ha conducido a interpretaciones de un modelo general 
de aclimataciAn para todos los tejidos de una especie. 
La reorganizaciAn metabAlica que ocurre durante la a 
climataciAn tArmica podrla ser, y probablemente lo 
sea, un proceso tejido-especlfico. En el cerebro del 
pez sol verde, por ejemplo, aumentan las enzimas glu 
collticas con el frlo, mientras que en el mdsculo e£ 
quelAtico los niveles de estas enzimas descienden con 
el frlo, lo cual parece poner en cuestiAn la validez 
de referirse a las enzimas como que muestran compen— 
saciAn positiva o negativa, ya que parece clare que 
la direcciAn y magnitud del cambio de una enzima de­
term inada depende, a menudo, del tejido utilizado - 
(Shaklee et al., 1977).
-C,-CompensaciAn tArmica evolutiva,-
Se han descrito numerosas correlaciones en—- 
tre la termostabilidad protAica y la temperatura del 
hdbitat de los poiquilotermos. Los estudios compara— 
dos de la termostabilidad de las actividades miosin- 
ATPasa, aldolasa, colinesterasa, fosfatasa alcalina 
y adenilato kinasa de una gran variedad de especies 
de poiquilotermos vertebrados e invertebrados indi-- 
can que las proteinas mAs estables frente al calor - 
son las de las especies mAs termofflicas (Ushakov,
1967). La termostabilidad de las enzimas mitocondria 
les succinoxidasa, malato deshidrogenasa, NADH deshi, 
drogenasa, monoamino oxidasa y citocromo oxidasa no 
se correlacionan con la historia filogenAtica de las 
especies, pero si se corresponden, en muchos casos, 
con el ambiente tArmico al que estAn adaptadas las es_ 
pecies (Smith, 1973b; 1973c). Hay pocos estudios com- 
parados sobre estabilidad frente al frio, aunque es­
te tipo de estudios parece mAs definitive que la es— 
tabilidad frente al calor; se ha demostrado que hay 
una serie de enzimas de homeotermos y de microorgani^
mos termoiilos que son muy labiles al irio, lo cual 
podrfa hacer inopérantes ciertas rutas metabAlicas 
con el frlo (Beyer, 1972).
-II.-MECANISMOS IMPLICADOS EN LA ADAPTACION A LA 
TEMPERATURA EN LOS POIQUILOTERMOS.- 
-l.-IniciaciAn de la respuesta de aclimataciAn,-
No estA Clara la naturaleza del estfmulo in­
ductor primario en la aclimataciAn tArmica de los - 
poiquilotermos, ni el papel del sistema nervioso cen 
tral ni el del endocrine, de forma que, en muchos ca 
S O S , parece existir una respuesta celular directa - 
prédominante. En peces, se ha propuesto una combina- 
ciAn de estos mécanismes (Precht, 1964; 1964b), aun­
que, en algunos casos, se ha buscado una participa^— 
ciAn de factores hormonales, principalmente de la ti 
roides, y neurohormonales en la iniciaciAn de la re^ 
puesta de aclimataciAn (Parvatheswararao, 1968; Fry 
y Hochachka, 1970),
En anfibios, principalmente en el gAnero Rana, 
se ha hecho hincapiA en la participaciAn de la tiroi- 
des en la respuesta de aclimataciAn y en la producciAn 
de calor, Asi, en Rana pipiens, parece que la tempe— 
ratura gobierna la respuesta metabAlica de los teji­
dos a las hormonas tiroideas, puesto que las ranas a 
climatadas a 259C responden con un aumento del 21^ 6 
en el consume de oxigeno del higado a la tiroxina, 
mientras que las aclimatadas a 15-C no (Packard y - 
Packard, 1975)* En esta misma especie, se ha propues^ 
to una posible participaciAn de las hormonas en la - 
regulaciAn de la actividad enzimAtica en la aclimata 
ciAn a la temperatura (McWhinnie y Oeltgen, 197l)•
En R, temporaria, las inyecciones repetidas de 5-hi- 
droxitriptamina o adrenalina a animales de invierno 
aclimatados a 259C inducen alteraciones en la tasa 
metabAlica y la funciAn tiroidea similares a la de 
la aclimataciAn al frio (Harri, 1973b; 1974; Lager--- 
spetz et al,, 1974), de forma que se propone una in—
teresajite cadena de acontecimientos en el inicio de 
la aclimataciAn en este anfibio, comenzando per el 
sistema nervioso central, el cual liberarfa 5-bidroxi 
triptamina por un lado, mientras que las neuronas a— 
drenArgicas influirfan de alguna manera sobre la ti— 
roides y las adrenales, y la interacciAn y la acciAn 
conjunta de estos factores serla la responsable de los 
cambios observados en las funciones del einimal, Sin 
embargo, en Xenopus laevis se ha podido observar quo 
el efecto de la temperatura sobre las cAlulas hepAtj. 
cas parece ser directe (Tsugawa, 1976)#
El anAlisis del tiempo que tardan en producir 
se los cambios en los diverses parAmetros fisiolAgicos 
durante la aclimataciAn tArmica conduciria a la iden 
tificaciAn de las primeras respues tas, que podrfan indu 
(ùrel reste del proceso de la aclimataciAn. Asi, se — 
han descrito cambios a las très horas de poner al and. 
mal en la nueva situacijAn, mientras que los mAs tar­
dies se han localizado a las 3 o 4 sémanas (Hazel y 
Presser, 1974). Las alteraciones en las concentracio 
nes de metabolites suelen ser las mAs tempranas, lo 
que indica probablemente un efecto directe diferen-— 
.cial de la temperatura sobre algunos sistemas enzimA 
ticos; estas variaciones tal vez pudieran disparar 
las respuestas de aclimataciAn a largo plazo, si los 
metabolites en cuestiAn funcionasen como inductores 
o represores de las expresiAn gAnica y de la sinte-- 
sis de proteinas. Por otro lado, la actividad de la 
aminoaciltransferasa aumenta un 60/6 despuAs de la a— 
climataciAn al frio (Haschemeyer, 1969b), mientras 
que la incorporaciAn de aminoAcidos a las proteinas 
hepAticas in vivo aumenta un 70^ 6 (Haschemeyer, I969) , 
interpretAndose la correlaciAn existante como que el 
aumento de la sintesis protAica durante la aclimata— 
ciAn al frio podria estar controlado por el nivel de
transferasa activa, siempre que este paso, la uniAn 
del aminoacil-tRNA al ribosoma, sea limitante in vi­
vo.
Se ha podido establecer que ciertos eiectos 
de la aclimataciAn no son mAs que la manifestaciAn 
de un efecto directo prolongado de la temperatura y, 
consecuentemente, no implicarfan una retroacciAn - 
(feed-back) sobre el sistema sintetizante de protei­
nas (Hazel y Prosser, 1974)*
-2*-Mécanismes implicados en la compensaciAn de las 
actividades enzimAticas•- 
-À.-CompensaciAn tArmica instantAnea•- 
-a.-Interacciones enzima-substrato•—
Muchas enzimas de poiquilotermos se caracte— 
rizan por mostrar una relaciAn directa entre la tem— 
peratura de medida y la Km para el substrate, de ma— 
nera que, cuando se reduce aquella, se requiere me­
ner cantidad de substrate para saturar la enzima; - 
consecuentemente, cuando se miden las tasas de catAl^ 
sis a concentraciones fisiolAgicas de substrate, el 
efecto de la disminuciAn de la energia cinAtica dispjo 
nible a temperaturas de medida bajas se contrarresta 
parcial o totalmente por un aumento en la afinidad a 
parente de la enzima por el substrate* Asi, la Qj^ q 
de las reacciones catalizadas por estas enzimas (y la 
pendiente de la representaciAn de Arrhenius) es de-— 
pendiente de la concentraciAn de substrate; si la — 
concentraciAn de este se reduce de los niveles de sa 
turaciAn a los fisiolAgicos, la de la reacciAn
cae, debido a un aumento en la afinidad aparente por 
el substrate, a temperaturas de medida bajas y puede 
aproximarse a la unidad (Somero, 19^9; Valkirs, 1978)# 
Este fenAmeno ha side denominado "modulaciAn tArmica 
positiva" para poner de manifiesto los efectos simi- 
lares de los moduladores positives y los descensos de 
la temperatura en los parAmetros cinAticos de las en 
zimas (Hochachka y Somero, 1973)«
Se ha comprobado que la mayoria de las enzi­
mas de poiquilotermos en las que se ha determinado 
el efecto de la temperatura en la Km para el susbtra
to, podrian mostrar una modulacion tArmica positiva 
en, al menos, una porciAn del intervalo de temperatu 
ras del ambiente (Hazel y Prosser, 1974). Asi, la - 
LDH de higado de Rana pipiens présenta un valor mini, 
mo de Km para piruvato de 0,02 mM entre 5 y 109C, -
siendo la respuesta de la Km independiente de la tem 
peratura en este intervalo, mientras que entre los 
10 y 25-C, la pendiente de la representaciAn Km-tem­
peratura es de 0,20 (Levy y Salthe, 197l)#
Las caracteristicas Km-temperatura pueden - 
ser diferentes para las distintas isoenzimas de una 
determinada enzima, Por ejemplo, la LDH del mdsculo 
del cangrejo bayoneta de Alaska tiene dos variantes, 
una de frio y otra de calor, las cuales estAn presen 
tes en todas las temperaturas ambientales; sin embar 
go, las temperaturas de medida mayores de 1090 inac- 
t.ivan virtualmente a la forma de frio, debido a la 
alta Km para el piruvato de esta forma; si se reduce 
la temperatura de medida, la Km de la variante de V 
frio desciende,activAndose la enzima, y, como resul— 
tado, la actividad catalitica medida a 5-C excede - 
normalmente a la medida a 10 90, a concentraciones f^ 
siblAgicas de substrato (Somero y Hochachka, I969)• 
Algo similar se ha observado en algunos reptiles (A— 
leksiuk, 1971b), El mantenimiento de sistemas isoen— 
zimAticos complejos (la existencia simultAnea de va­
rias isoenzimas con caracteristicas Km-temperatura 
distintas) podria extender el intervalo de temperatu 
ras del ambiente en las que la modulaciAn tArmica po^  
sitiva produjera compensaciAn instantAnea, si la Km 
de estas isoenzimas fuera sensible a la temperatura 
en diferentes intervalos tArmicos o si la sensibili­
dad a la temperatura de las Km fuera muy distinta — 
(Hazel y Prosser, 1974),
-b,—Interacciones enzima-modulador,—
Otro mecanismo para el mantenimiento de la -
funcion catalltica independiente de la temperatura s<e 
ria el efecto de la temperatura sobre las interaccio 
nes entre las enzimas y algunos metabolitos modulado 
res, Por ejemplo, las isoenzimas de LDH présentes en 
el mdsculo esquelAtico blanco de Gillichthys mirabi­
lis muestran una inhibiciAn por substrato (piruvato) 
solo a temperaturas ihferiores a los 25-C; consecuen 
temente, a altas temperaturas ambientales, cuando la 
disponibilidad de oxigeno se reduce y el nivel de a_c 
tividad es relativamente alto, el piruvato se trans­
forma en lactato eficazmente; sin embargo, a tempera 
turas bajas, cuando aumenta la disponibilidad de ox^ 
geno, el piruvato se canaliza hacia el ciclo de Krebs 
(Somero, 1973)•
-c.-Canibios en el microambiente catalitico,-
Es sabido que el pH de los fluidos intra y ex 
tracelulares de los poiquilotermos varia con la tem­
peratura corporal -0,015 a -0,020 unidades de pH/90 
(Rahn, 19&5; Reeves y Wilson, 1969), y , por lo tanto, 
con la aclimataciAn, de forma que las enzimas que — 
muestran dependencia del pH en un intervalo critico 
( de 6,5 a 8,O) podrian estar sujetas a modulaciAn 
o regulaciAn por el pH, Asi, se ha descrito que aigu 
nas enzimas de poiquilotermos tienen un Aptimo de slc^ 
tividad a pH alcalino, como la LDH de Thamnophis sir 
tal is parietalis (Aleksiuk, 1971b) . En un estudio ci. 
nAtico sobre la tasa de reducciAn de piruvato por la 
LDH^ del mdsculo de ciprino se ha observado que, man 
teniendo unas condiciones fisiolAgicas de pH a distin 
tas temperaturas, el efecto de la temperatura sobre 
la Km, esto es, el aumento de esta paralelo a aquella, 
se reduce (Wilson, 1977)»
En muchos casos, el efecto directo de la tem 
peratura sobre el pH Aptimo de una enzima podria com 
pensar el aumento postulado en el pH con el descenso 
de la temperatura; por ejemplo, el pH Aptimo de la
malato deshidrogenasa de Th. sirtalis parietalis au­
menta de 7,4 a 35-C a 8,7 a 109C (Hoskins y Aleksiuk, 
1973b).
-d.-Cambios conforinacionales • —
Otro mecanismo para la compensaciAn inmedia- 
ta de la temperatura, aunque ha sido observado en po 
COS casos es el de los cambios conformacionales que 
se producen en las enzimas a causa de las variaciones 
tArmicas. La piruvato kinasa del cangrejo bayoneta 
de Alaska sufre una interconversiAn entre dos formas 
de la enzima, mostrando cada una propiedades cinAti- 
cas distintas, a consecuencia de los cambios de tem­
peratura (Somero, 1969b). Este mecanismo de elabora- 
ciAn instantAnea de variantes enzimAticas podria pr^ 
porcionar al organisme dos poblaciones funcionalmen- 
te distintas de catAlisis enzimAtica, cada una funcio 
nando Aptimamente en regimenes tArmicos restringidos, 
y que no requeriria los intervalos de tiempo relati­
vamente largos asociados con la inducciAn de isoenz^ 
mas nuevas (Hochachka y Somero, 1973).
-e.-Puntos de ramificaciAn del metabolismo•-
En un sistema multienzimAtico complejo, donde 
los puntos de ramificaciAn del metabolismo crean una 
competiciAn por un lînico substrato, los cambios en 
la temperatura pudieran afectar diferencialmente la 
capacidad de las distintas rutas para competir por 
dicho substrato, y, como resultado, una ruta podria 
exhibir una aproximadamente igual a l ,  mientras
que las otras mostrarian una Qjq considerablemente ma 
yor que 1 (Hochachka, 1968).
-B.-CompensaciAn tArmica por aclimataciAn.—
-a.-RegulaciAn de la expresiAn gAnica.-
Las respuestas de aclimataciAn necesitan un 
cierto tiempo para completarse y se pueden impedir, 
al menos en un caso, por la administraciAn de purom^
cina, caracterizAndose por cambios importantes en el 
nivel de sintesis general de proteinas y en la acti­
vidad de aminoaciltransferasa, con lo que la aclima­
taciAn fisiolAgica implica, probablemente, un efecto do 
retroacciAn sobie el material genAtico del organisme y, 
subsecuentemente, del sistema de sintesis de protei­
nas (Hazel y Prosser, 1974). Las compesaciones repro 
sentan, entonces, variaciones fenotipicas inducidas 
por el ambiente dentro de unos limites de temperatu­
re que estAn deterniinados genAticamente y no sujetos 
a modificaciones ambientales (Prosser, 1964). De a—— 
cuerdo con esto, las poblaciones aclimatadas al frio 
y al calor de una especie pueden diferir en la por—  
ciAn de genotipo que se estA expresando, esto es, - 
pueden ser cualitativamente diferentes, o pueden di­
ferir en la tasa con la que un determinado gen so e^ 
tA transcribiendo o, alternativamente, en la tasa do 
degradaciAn do un producto gAnico especifico, esto 
OS, las poblaciones aclimatadas al calor y al frio - 
difieren cuantitativamente.
-i.-RegulaciAn cuantitativa do las enzimas.-
La aclimataciAn tArmica puede estar mediada, 
en parte, por las alteraciones inducidas por la tem­
peratura on la concentraciAn especifica do las enzi­
mas, segdn se desprende del gran ndmero de enzimas 
que muestran cambios compensadores de las velocida—— 
des mAximas, medidas a concentraciones saturantes de 
substrato, frente a la temperatura. Sin embargo, a 
pesar de la gran cantidad de datos sobre el aumento 
do la capacidad catalitica mAxima con el frio, pocos 
son los datos que han demostrado cambios cuantitati- 
vos en la concentraciAn enzimAtica, y los que hay, 
se refieren a organismes unicelulares (Hazel y Pro-- 
sser, 1974). Por otro lado, se han demostrado aumen— 
tos en el ndmero de mitocondrias con la aclimataciAn 
al frio, por ejemplo, en el mdsculo esquelAtico de 
algunos peces (jginkowsky y Korn, 1965) .
-li•“Regulaciôn cualitativa de las enzimas,-
Este tipo de regulaciAn inducido por la tem­
peratura puede llevarse a cabo segdn dos clases de 
estrâtegias: l) dependiendo de las propiedades cinA-
ticas de un solo tipo de enzima frente a la tempera­
tura, con lo que se pueden définir las propiedades 
estenotermas o euritermas de esta enzima, y 2) depen 
diendo de las propiedades cinAticas frente a la tem­
peratura de enzimas distintas que catalizan la misma 
reacciAn metabAlica,con lo que se define la estrate— 
gia de las variantes mdltiples (por ejemplo, isoenzi 
mas) de una enzima (Somero, 1975)«
-1.-Enzimas estenotermas y euritermas•-
La relaciAn Km-temperatura puede définir, c^ 
mo ya se ha visto, la capacidad de respuesta de la 
actividad de una enzima frente a los cambios de tem­
peratura. Una enzima que tenga una Km minima en un 
estrecho margen de temperatura, tiene limitada su e— 
ficacia a este pequeno intervalo, pudiAndose définir 
a esta enzima como estenoterma. Un ejemplo serla la 
acetilcolinesterasa del pez antArtico Trematonms bor 
chgrevinki, la cual présenta una Km baj a entre -1,8 
y 29C, mientras que a temperaturas superiores la en— 
zima pierde bruscamente su capacidad de uniAn con el 
substrato, comportainiento que guarda una estrecha re 
laciAn con la temperatura del hAbitat del pez (Bald­
win y Hochachka, 1970),
Otras enzimas, como la acetilcolinesterasa de 
otras especies de peces, por ejemplo, Mugil cephalus 
(Baldwin y Hochachka, 1970), o la LDH^del pez abisal 
Antimora rostrata (Baldwin et al. , 1975) * se caract_e 
rizan por una dependencia lineal de la Km frente a 
la temperatura de medida en un amp1io intervalo de 
de esta Altima, relacionado generalmente con las tem 
peraturas del hAbitat del animal; ademAs, la pendien 
te de la respuesta Km-temperatura de estas enzimas
no suele ser muy pronunciada# En este caso, las enzi 
mas son euritermas y muestran cierta independencia de 
la temperatura. Un caso particular es el observado 
en Rana pipiens, en el que la aclimataciAn a la tem­
peratura induce un descenso en la Km para piruvato 
de la LDH muscular y un aumento en la inhibiciAn por 
este substrat o sin alterar, aparentemente, el tipo de 
isoenzima (Enig et al., 19?6).
- 1 1 . -Variantes multiples.-
Otra alternativa es la sintesis de molAculas 
enzimAticas cualitativamente distintas, las cuales 
pueden ser mejores catalizadores a bajas temperaturas 
que las variantes enzimAticas présentes en los indi­
viduos aclimatados al calor. De acuerdo con esta hi— 
pAtesis, el proceso de aclimataciAn se caracteriza 
por una reestructuraciAn bioquimica mayor en el orga 
nismo, de manera que se producen las molAculas apro— 
piadas en las cantidades apropiadas y en el tiempo a 
propiado para asegurar la funciAn biolAgica frente a 
las condiciones ambientales fluctuantes (Hochachka y 
Somero, 1973; Somero, 1972; 1975).
1.-Variaciones cualitativas : En pocos cas os 
estA completamente clare que las temperaturas ambien 
taies bajas induzcan la sintesis de isoenzimas que no 
es tAn présentes en el estado de aclimataciAn al ca—  
lor, o lo estAn en pequehas cantidades. Esta sinte—  
sis inducida de isoenzimas especificas en un limite 
tArmico bien definido se ha descrito en la acetilco— 
linesterasa del cerebro de trucha (Baldyin y Hochach 
ka, 1970), pensAndose que estos cambios tienen un o— 
rigen adaptative (Moon, 1975).
2.-Variaciones cuantitativas* Por otro lado, 
gran cantidad de autores no han encontrado cambios 
especificos en el modelo electroforAtico de algunos 
sistemas isoenzimAticos. Asi, el modelo de LDH de c^
rebro, branquias, intestine y musculo esquelAtico del 
pez Idus idus aclimatado a 10 y 209 0 no ofrece cam--* 
bios, pero si se detectA inducciAn especifica de iso 
enzimas en el higado (Künnemann, 1973). No hay cam-- 
bios significatives en el modelo de isoenzimas de IDH 
del mdsculo cardiaco de tortugas durante la exposi-- 
ciAn prolongada al frio o la inmersiAn forzada pro—  
longada (Beall y Privitera, 197l)• En otros trabajos 
tampoco se han detec tado caunbios de este tipo en es- 
te mismo sistema enzimdtico en peces aclimatados al 
frio (Wilson et al., 1975; Shaklee et al•, 1977)# Mu 
chas evidencias indican que los cambios isoenzimdti- 
cos descritos en la LDH del higado y mdsculo de ciprdL 
no (Hochachka, I965; 1966) se deben a un polimorfismo
genAtico mejor que a una variaciAn fenotipica induci 
da por el ambiente, puesto que parece que no hay al­
teraciones consistantes en el modelo de isoenzimas in 
ducidas por la temperatura (Wilson et al., 1973; 1975)#
aunque otros autores (Tsukuda, 1975) si encuentran 
cambios cuantitativos con la aclimataciAn al frio, au 
mentando la actividad relativa de LDH^  ^y LDH^ del h^ 
gado. En Xenopus laevis se han descrito tambiAn cam­
bios en este sentido (Tsugawa, 1976). Posiblemente, 
la discordancia de datos se deba a la falta de cuan— 
tificaciAn eficaz de las isoenzimas présentes en to­
das las condiciones tArmicas, a las diferencias inter 
especificas, a la duraciAn del période de aclimata—  
ciAn y a los cambios ciclicos de los animales.
-b.-Alteraciones secundarias.-
Las respuestas primarias provocadas por la a 
climataciAn a la temperatura en el control de la can 
tidad o el tipo de ciertas enzimas H a v e  de las ru—  
tas biosintAticas o productoras de energia podrian 
alterar,a su vez, el microambiente celular, de manera 
que resuite afectada la eficacia de otros procesos ca 
taliticos que no estAn bajo el control directo del 
ambiente (Hazel y Prosser, 1974).
-1 .-Coniposicion ±ipiai.ca ae xas memoranas •-
Los cambios en las propiedades fisicoquimicas 
de los llpidos se pueden reflejar en la funciAn de 
las membranas, siendo el efecto mAs evidente el de 
la permeabilidad (Chang y Matson, 1972; Haest et al., 
1969)• Los sistemas de membranas pueden ser necesarios 
tambiAn para la funciAn catalitica proporcionando una 
matriz apropiada para muchos sistemas de enzimas. - 
Por ejemplo, se ha demostrado que las enzimas de la 
cadena de transporte de electrones necesitan los com 
ponentes lipidicos de las membranas para su actividad 
(Fleischer et al., 1972). AdemAs, muchas enzimas uni. 
das a membranas muestran un requerimiento parcial u 
obligatorio de Acidos grasos insaturados (Hazel y - 
Prosser, 1974). Las alteraciones inducidas por el am 
biente en la estructura de la membrana no solo mantle^ 
nen una fluidez apropiada en esta, sino que tambiAn 
pueden modular la actividad de las enzimas,unidas a 
ella,durante la aclimataciAn tArmica. Asi, estudios 
sobre la succinico deshidrogenasa del mdsculo epaxial 
de ciprino han indicado que el aumento en la activi­
dad especifica de esta enzima despuAs de un période 
de aclimataciAn al frio, se puede explicar parcial o 
totalmente por los cambios subyacentes en la compos^ 
ciAn lipidica de la membrana mitocondrial interna — 
que regulan la actividad, en lugar de cambios en la 
cantidad de esta enzima (Hazel, 1972).
-ii.-Ambiente intracelular.-
Las concentraciones de Mg^^ y Ca^^ parecen 
ser mAs sensibles a la temperatura que las concentra 
clones de iones monovalentes, y estos iones funcio-- 
nan como cofactores de muchas enzimas reguladoras.
Sin embargo, no hay datos que correlacionen los cam­
bios iAnicos con la actividad enzimAtica (Hazel y - 
Prosser, 1974).
Otra posibilidad es que los cambios induci—-
dos por la temperatura en las concentraciones de me­
tabolitos y cofactores pudieran estar tambiAn impli­
cados en la regulaciAn de la funciAn catalltica, tan 
to por medio de interacciones alostAricas como direc 
tamente, alterando el alcance de la saturaciAn enzi­
mAtica* Se han descrito cambios importantes en las 
concentraciones de intermediaries gTucolfticos y de 
nucleAtidos de adenina en el mdsculo de ciprino des— 
puAs de la aclimataciAn tArmica (Freed, 1971)# El po 
sible significado regulador de estos CEunbios no estA 
claro todavla.
-C.-CompensaciAn tArmica evolutiva.- 
-a.-CinAtica enzimAtica.-
Se ha sugerido que, en los poiquilotermos a— 
daptados al frlo, la selecciAn natural podria haber 
favorecido a las enzimas capaces de bajar la energia de 
activaciAn (Ea) de una reacciAn determinada; en los si^ 
temas donde se dispone de una energia tArmica limita 
da, las enzimas que sean muy efactivas en la reduc-*- 
ciAn de estas barreras de energia podrian ser una ven 
taja (Somero, 1969). De acuerdo con esta hipAtesis, 
las enzimas glucollticas, entre ellas la LDH, y del 
ciclo de las pentosas de un lenguado y un cangrejo - 
del mar de Bering, se caracterizan por tener unos va 
lores de Ea muy bajos (Behrish, 1972). Aunque este 
tipo de correlaciAn exista en dLgunas enzimas, no es 
universal (Hochachka y Somero, 1971)* Sin embargo, Ea 
es una medida de la entalpla de activaciAn en lugar 
de medida de la energia libre de activaciAn (AG^) y 
se ignoran los posibles ceimbios en la entropla de ajc 
tivaciAn que podrian hacer importantes contribuciones 
a la AG^, la cual, a su vez, détermina la velocidad 
de reacciAn, Las comparaciones de los ndmeros de re- 
novaciAn (turnover) para la LDH^ de conejo, polio, a 
tdn y mero, hem indicado que la enzima de los orga—  
nismos ectotermos es considerablemente mAs eficaz - 
que la de mamlferos (Low et al., 1973) por tener va-
lores ni As bajos de entalpla y entropla de activaciAn 
(Low y Somero, 1974). Se ha sugerido tambiAn que la 
selecciAn natural podria haber favorecido a las ener 
gias de activaciAn minimas (nûmeros mAximos de reno- 
vaciAn) en el intervalo de temperaturas de funciAn. 
catalitica normal en cada especie animal (Raison et 
al., 1971)# En otros trabaj os, se ha encontrado cier 
to grado de correlaciAn entre la AG^ de la LDH^ de 6 
vertebrados y la temperatura corporal junto con la - 
capacidad de glucolisis anaerobia del mdsculo (Bald­
win, 1975). Per otro lado, se ha sugerido que las mag 
nitudes de dos tipos de entalpias, la de ionizaciAn 
y la de la combinaciAn del piruvato con el complejo 
LDH^-NADH no ionizado,podrian ser importantes en la 
evoluciAn de las LDH y de otras enzimas en los poiqudL 
lotermos (Wilson, 1977).
La adaptaciAn evolutiva de las enzimas a la 
temperatura ha conducido tambiAn a la selecciAn de — 
valores de Km minimos a temperaturas coïncidentes con 
las del hAbitat. Asi, en el caso de la LDH de Tremato 
mus, la Km minima para piruvato se obseirva a 09C, —
mientras que la de un pez pulmonado que vive en un 
hAbitat de 309C, se observa a 30-342C, mostrando la 
trucha valores de Km minimos a temperaturas interme— 
dias (Somero, 1969). La adaptaciAn evolutiva, sin em 
bargo, no tiene un efecto consistante en los valores 
absolûtes de Km, ya que los valores bajos de esta no 
predominan en el frio. Por ejemplo, los valores de 
la Km de LDH de Trematomus son consistentemente may_o 
res que los de la enzima de un pez pulmonado tropical. 
Asi, se ha sugerido que los valores absolûtes de la 
Km estarian seleccionados de tal forma que permiti-- 
rian que la tasa de catAlisis variase Aptimamente en 
respuesta a cambios en las concentraciones fisiolAgi 
cas de substrato en lugar de originar tasas de catA­
lisis compensadas tArmicamente (Hochachka y Somero, 
1973 ; Somero, I969).
-b.-Estructura primaria de las proteinas.-
Algunas propiedades cataliticas y estructura- 
les de las proteinas., taies como las temperaturas Ap- 
timas, las de desnaturalizaciAn tArmica, especifici—  
dad de substrato, eficacia catalitica y la dependen-- 
cia tArmica de las constantes cinAticas (por ejemplo, 
Km), dependen de la estructura primaria, determinada 
genAticamente, de la proteina en cuestiAn. En tArmi-- 
nos de termostabilidad, los organismos que han vivido 
en ambientes frios durante generaciones pueden haber 
experimentado mutaciones en el sentido de que algunas 
de sus proteinas se hayan vuelto relativamente lAbi-- 
les frente al calor; estas mutaciones no serian léta­
les, a menos que el organisme no se haya transpasado 
a un ambiente cAlido. Por eso no es raro que las va-— 
riaciones en la funciAn protAica asociadas a la adap­
taciAn a un ambiente tArmico particular, se correla-— 
cionen con diferencias determinadas genAticamente en 
la composiciAn y secuencia de aminoAcidos. Asi, parece 
que la presencia de puentes de hidrAgeno, interaccio— 
nes liidrof Abicas, junto con los aminoAcidos que los - 
facilitan, asi como otros,taies como la prolina y la 
hidroxiprolina, proporcionan a las proteinas un cier­
to grado de termostabilidad (Hazel y Prosser, 1974).
-III.-LACTATO DESHIDROGENASA.-
Gran parte del conocimiento concerniente al — 
proceso evolutivo que aumenta el ndmero de genes que 
codifican una enzima, al control genAtico y al desa-- 
rrollo de la sintesis enzimAtica, a la estructura de 
las subunidades de las enzimas, al papel de las for-- 
mas multiples de las enzimas en la regulaciAn del me­
tabolismo, a las interacciones enzima-ligando, a los 
mecanismos rnoleculares de la reacciAn enzimAtica, et— , 
cetera, ha sido impulsado por los estudios sobre el — 
sistema enzimAtico de la lactato deshidrogenasa (LDH- 
E.C. 1.1.1.27; L-lactato: NAD oxidorreductasa). Esta 
enzima se encuentra en la mayoria de las cAlulas de —
los vertebrados y funciona en la interconversion cata 
litica del piruvato y el lactato, en presencia de las 
coenzimas NADH y NAD^;
CH^-CO-COOH t NADH f CH^-CHOH-COOH f NAD"*"
con un AG9'= -6,0 Kcal/mol, con lo que el equilibrio 
global de la reacciAn estA fuertemente desplazado ha­
cia la derecha*
-1,-Multiplieidad de la LDH.-
La multplicidad de esta enzima fuA observada 
primero en preparaciones purificadas de corazAn de - 
buey (Meister, 1950; Neidlands, 1952) y tambiAn en ex 
tractes celulares crudos o en plasma sanguineo (Ves-- 
sel y Be arn, 1957» Wieland y Pfleiderer, 1957)* Poste^ 
riormente, mediante anAlisis electroforAticos y cinA— 
ticos, se demos trA que habia formas dis tintas de la — 
enzima en el mdsculo esquelAtico y en el cardiaco de 
mamiferos (Pfleiderer y Jeckel, 1957» Kaplan et al. - 
i960» Kaplan y Ciotti, I961) y las variaciones exis-- 
tentes en la distribiciAn de las isoenzimas de LDH en 
las dis tintas especies de vertebrados (Haupt y Giers- 
berg, 1958» Wieland et al. 1959) y en los diferentes 
tejidos de una misma especie (Markert y M/ller, 1959).
-A,-Bases rnoleculares de la multiplicidad.-
Desde muy temprano se estableciA la es tructu— 
ra tetramArica de la LDH, observandose que los poli-- 
pAptidos de una mezcla de isoenzimas se podian resol­
ver electroforAticamente en dos tipos, llamados M (a) 
y H (b) (Apella y Markert, I96I; Markert, I962). En-- 
tonces, se propuso que la base molecular de la multi— 
plicidad de las cinco isoenzimas de LDH comunmente ob 
servadas en mamiferos, consis tfa en la combinaciAn al 
azar de las subunidades H y M en todas las es tructu-- 
ras tetramAricas posibles. Mediante tAcnicas de hibr^ 
daciAn molecular e immunoquimicas (Markert, 1963 ;Cahn 
et al. 1962; Markert y Ursprung, 1962; Lindsay, 1963;
Fondy et al, 19^^; Wachsmuth et al, 19&4) se estable- 
ce la composici<5n de subunidades de la forma siguien- 
te: LDH^ (h4), LDH^ (H3M) , LDH^ (H2M2) , LDH^ (HM3) y 
LDH^ (m4). Las formas primordiales LDH-H4 y LDH-M4 se 
han purificado en una gran variedad de vertebrados, - 
comprobândose que difieren en su composicidn de amino^ 
àcidos y en sus propiedades immunoqufmicas, asf como 
cinéticas (Markert y Apella, 1963» Kaplan y White, —  
1963; Wilson et al, 1964; Pesce et al, 196?» Holmes y 
Scopes, 1974).
- B ,-Multiplicidad genética de LDH,—
-a,-Isoenzimas LDH ^ y LDH
Las propiedades qulmicas e immunoquimicas di-? 
ferentes de LDH ^  y LDH ^  pueden demostrar que es-- 
tAn codificadas por loci genAticos separados. La pri­
mera confirmacidn genética de este hecho se obtuvo de 
la observaciAn de un alelo mutante del Incus H de ra- 
tAn de campo (Shaw y Barto, I963), el cual resultA —  
ser hereditario como un solo gen autosAmico codominan 
te, Estudios sobre ligamiento, utilizando tAcnicas de 
hibridaciAn de cAlulas somAticas, demostraron que los 
loci H y M no estAn ligados (Ruddle et al, 19?0), Se 
ha confirmado la estructura de las subunidades y la — 
distribuciAn genAtica de LDH  ^ Y LDH  ^ en muchos o- 
tros vertebrados mediante anAlisis genAticos, utili-- 
zando variantes alAlicas de estas isoenzimas; peces - 
(Markert y Faulhaber, 1963; Odense et al, I966;Morri­
son y Wrigth, 1966;Ohno et al, I968; Bailey y Wilson, 
1968; Whitt, 1969, I97O; Lush, 1970 ; Markert et al. - 
1973); anfibios (Wrigth y Moyer, I968; Sherr, I968; - 
Salthe, 1969» 1973; Guttman, 1973); reptiles (Neaves 
y Gerald, I969); aves (Zinkham et al, 1966) y otros - 
mamiferos (Manwe11 y Kerst, 1966; Syner y Goodman, --
1966),
—b ,-Isoenzima LDH-C4 de mamiferos y aves,—
Se ha encontrado una isoenzima de LDH adicio-
nal en el testfculo maduro de muchas especies de aves 
y mamfferos, llamada en principle LDH-X (Blanco y ^in 
kham, 1963; Goldberg, 1963). Esta enzima tiene una e^ 
tructura tetramArica (LDH-C4), y estA codificada por 
un locus génico distinto de los loci H y M (Zinkham - 
et al. 1963; 1964; Blanco et al. 1964; Goldberg, I965) 
que funciona solo en los espermatozoides (Blanco et al, 
1964; Goldberg y Hawtrey, 1967). Se ha demostrado, mje 
diante estudios sobre ligamiento, que los loci H y C 
de la LDH de paloma estAn localizados en el mismo cr_o 
mosoma y muy cercanos (Zinkham et al. I969).
-c.-Isoenzima LDH-E4 de peces teleAsteos,-
Los anAlisis electroforAticos de las isoenzi­
mas de LDH de varies tejidos de peces teleAsteos, in­
dican la presencia de un locus genAtico adicional ( - 
Markert y Faulhaber, I963; Nakano y Vhiteley, 1965; O 
dense et al. I966; Whitt, I969, 1970; Markert y H0I-- 
mes, 1969; Lush et al. I969; Markert et al. 1973). Se 
ha establecido la existencia de este locus E ( c )  uti­
lizando variantes electroforAticas de LDH (Whitt et - 
al. I97I; Vrijenhoek, 1972) y se ha visto que funcio­
na predominantemente en regiones del sistema nervioso 
relacionadas con la visiAn (Whitt y Booth, 1970) o en 
el hfgado (Utter y Hogins, I969; Lush, 1970; Sensa— - 
baugh y Kaplan, 1972; Shaklee et al. 1973). Se ha vi^ 
to que este locus se activa diferencialmente durante 
la ontogenia.
-d.-Subunidades H' y M' de salmAnidos.—
Algunos peces, principalmente los salmAnidos, 
muestran modelos electroforAticos de LDH muy comple—— 
jos, con unas 13 isoenzimas en individuos homocigAti- 
cos (Morrison y Wrigth, 1966; Goldberg, 1966; Hochach 
ka, 1966; Ohno et al. 1968; Massaro y Markert, I968; 
Bailey y Wilson, I968; Holmes y Markert, I969). Estu­
dios genAticos posteriores han demostrado que la LDH 
de trucha estA determinada por, al menos, cinco loci
gAnicos (Morrison y Wrigth, I966; Morrison, 1970). -
Pruebas bioqufmicas y citolAgicas han pues to de mani- 
fiesto que los salmAnidos son tetraploides (Ohno et — 
al, 1968; Klose et al. 1968). De acuerdo con esto, - 
las multiples formas isoenzimdticas de LDH de estes - 
peces, reflejarian una duplicaciAn y posterior diver- 
gencia evolutiva de los loci H y M, Esta propuesta se 
apoyA en estudios bioquimicos y de hibridaciAn molecu 
lar (Massaro y Markert, I968; Bailey y Wilson, I968; 
Holmes y Markert, 1969), los cuales verificaron la -- 
existencia de locus duplicados M; M y M ' ,  y H: H y H f 
ademAs del locus E de estos peces. For tanto, los zimo 
gramas complejos de los salmAnidos se explicarian de 
la siguiente forma; 1?) cinco isoenzimas de LDH que — 
contienen las subunidades M y M'; 2?) otras cinco con
las subunidades H y H'; 3-) la isoenzima E4, y 4 9) 
las isoenzimas hfbridas que contienen las subunida—  
des H, H' y E.
-C.-La multiplicidad de LDH y el fenAmeno epigenAtico, 
-a.-ReducciAn del nilmero de isoenzimas.—
Muchos peces y anfibios muestran una multiply 
cidad de la LDH reducida, la cual no va asociada a la 
existencia de menos loci gAnicos, sino a un fallo de 
la hibridaciAn entre las subunidades H y  M in vivo pa 
ra formar las cinco isoenzimas posibles. Ciertas LDH 
de teleAsteos, por ejemplo, tienen restringidas las - 
posibilidades de asociaciAn in vivo e in vitro de sus 
subunidades H y  M, de manera que solo se forman dos — 
(h4 y  M4) o tres (h4, H2M2 y  m4) isoenzimas (Markert 
y  Faulhaber, I965; Markert, 1968; Markert y  Holmes, — 
1969; Whitt, 1970). La ausencia de heteropolimeros y 
la existencia de modelos no binomiales de distribu--— 
ciAn de la actividad entre las isoenzimas se debe o — 
bien a la inestabilidad de las isoenzimas hlbridas o a 
la incapacidad de las subunidades H y M para asociar— 
se (Markert, 1967; 1968; Shaklee, 1973). Algo similar 
ocurre en los anfibios, asl, las rainas del gAnero Ra—
na contienen cuatro isoenzimas en sus tejidos (Salthe 
et al. 1965; Wrigth y Moyer, 1968; Moyer et al. 1968% 
Alonso, 1973; De Costa et al. 1978), posiblemente - 
las 1, 3 , 4 y 5, excepto esculenta, segdn hemos po- 
dido comprobar en nuestro laboratorio; mientras que - 
el tritAn (Triturus viridescens), exhibe solamente 
las dos isoenzimas homotetramAricas, LDH-M4 y LDH—H4 
(Sherr, 1968).
-b.-Multiplicidad epigenAtica.-
Inversamente, se ha observado una multiplie!— 
dad de la LDH que es el resultado de la modificaciAn 
epigenAtica de las subunidades H y M, la cual no se - 
debe a loci gAnicos adicionales que codifiquen cade-— 
nas polipeptidicas distintas. En el sistema LDH de ra 
tAn, por ejemplo, las isoenzimas que poseen subunida­
des M se resuelven en sub-bandas (Costello y Kaplan, 
1963; Fritz y Jacobsen, I965), las cuales son especl- 
ficas de tejidos y se modifican durante el desarrollo 
(Koen, 1967). Esta multiplicidad se ha explicado en - 
tArminos de la uniAn covalente de glutation reducido 
o cisteina a las subunidades M de la LDH mediante -— 
puentes disulfuro (Dûdman, 1969; Dudman y Zerner,1969; 
1973; Markert y Holmes, 1969).
-2.-Propiedades générales de las isoenzimas de LDH,- 
Todas las isoenzimas genAticas de LDH de ver— 
tebrados estudiadas hasta ahora son tetrAmeros con un 
peso molecular de 140,000+10,000 y su distribuciAn se 
résumé, en rasgos générales, en la siguiente tabla;
Isoenzimas homotetramAricas de LDH de vertebrados 
Isoenzima Otras denominaciones LocalizaciAn pral.
LDH-M4 LDH^, LDH muscular, Mdsculo esquelA—
LDH-A4 tico,
LDH—M '4 LDH—A '4 Mdsculo es quelA t^
co de salmAnidos,
LDH-H4 LDH^, LDH cardiaca, Mdsculo cardiaco.
Isoenzima Otras denominaciones LocalizaciAn pral,
LDH-H4 LDH-B4 Mdsculo cardiaco,
LDH-H'4 LDH-B'4 Higado y mdsculo
cardiaco de peces 
salmAnidos.
LDH-C4 LDH-X, LDH seminal, Semen de aves y
LDH-X4 mamfferos•
LDH-E4 LDH-E, LDH ocular. Retina, sistema
LDH hepAtica, nervioso e higado
LDH-C4 de teleAsteos,
(Masters y Holmes, 1973).
-A.-Estructura y composiciAn de aminoAcidos,-
Aunque todavia no estA completamente definida 
la secuencia de aminoAcidos de las subunidades H y M, 
los datos disponibles sobre la composiciAn de aminoA- 
cidos y secuencias parciales sirven para ilustrar su 
homologia. No obstante, se ha podido determinar el — 
80^ de la secuencia de aminoAcidos de la LDH ^  de 1 
ja (Taylor et al. 1973; Adams et al, 1970), observAn- 
dose que esta subunidad, la M, tiene dos mitades sepa 
radas por un espacio, con tres cadenas conectoras; -— 
con la excepciAn del residue 20 amino terminal, la -— 
subunidad es globular, con cerca de un 20% de los re­
sidues en conformaciAn hAlice oL, y un 10-15% con una 
estructura de lAmina plegada o Los residues cistei^ 
na esenciales del centre active y el centre de uniAn 
con la porciAn de nicotinamida de la coenzima estAn — 
localizados en el espacio que hay entre las dos mita— 
des .
Un tipo de composiciAn de aminoAcidos de las 
LDH^^ LDH^ y -^ 04 se resume a continuaciAn. Posible-- 
mente, las diferencias estAn en el nAmero de residues 
de treonina, glicocola y leucina elevado, y los pocos 
residues de metionina e isoleucina de la LDH-C4, y en
los bajos niveles de residues aspartate de la LDH ^ -• 
Por lo demAs, sus composiciones de aminoAcidos son -- 
muy semejantes entre si, con mAs similitudes entre -- 
los polipAptidos H y C, que entre los C y M (Goldberg,
1972)• Las LDH C4 y 5 de mamiferos muestran unas pr^ 
piedades sirnilares con respecte a la inactivaciAn por 
calor y la urea, siendo mAs astables que la LDH ^  . -
Las LDH  ^ Y D4 de teleAsteos son muy homAlogas respe£ 
to a sus especificidades immunoquimicas y a sus pro-- 
piedades de labilidad. Los anticuerpos antiH y antiE 
reaccionan rApidamente con estas isoenzimas homotetra 
mAricas, pero no con la LDH ^ , en muchos peces, lo -
cual indica una gran semejanza de secuencias.
Propiedades fisicoquimicas de LDH 5 LDH 1 C4
Estabilidad en calor (ratAn)
(t 1/2 min a 65^0) 5 30 40
Reactividad immunequimica
Antisuero antiM (buey) ttt . — —  *
Antisuero antiC (ratAn) —— — — ttt
ComposiciAn de aminoAcidos (m /H : rata; C; ratAn)
lis ina 111 96 104
his tidina 23 28 32
arginina 4l 33 41
aspartato 127 149 133
glutamate 114 111 108
treonina 46 37 80
serina 95 102 108
prolina 47 43 48
glicocola 97 92 144
alanina 71 81 83
valina l4l 144 139
metionina 27 34 13
isoleucina 90 87 74
leucina l4o 138 179
tirosina 28 26 23
fenilalanina 28 22 23
Secuencia de aminoAcidos del pAptido cisteina esen-
cial de LDH 5 y 1 del cerdo:
-Val-lleu-Gly-Ser-Gly-Cys-Asn-Leu-Asp-Ser-Ala-Arg-
Secuencia de aminoAcidos carboxilo terminales de la
LDH de cerd0 ;
5 —G1 u—Leu—Glu—Phe
1 -Leu-Lys-Asp- Leu
(Masters y Holmes, 1974; 1973).
En trabajos realizados en nuestro laboratorio, 
bémos podido comprobar que el orden de isoenzima mAs 
astable al calor a la mAs labil en el sistema LDH de1 
anfibio anuro Discoglossus pictus es LDH-1, 3, 5, 4 y 
2, necesitAndose una temperatura de 609C para poder *- 
detectar algo de inactivaciAn al cabo de una hora; 
mientras que en Rana ridibunda. el orden de isoenzima 
mAs estable a la mAs labil es LDH-5, 4, 3 y 1, bastan 
do con subir a 409C para empezar a detectar inactiva­
ciAn •
-B.-Propiedades cinAticas.-
Un aspecto general, basAndose en algunas enz^ 
mas de mamfferos, de las propiedades cinAticas de las 
isoenzimas de LDH se expresa en la siguiente tabla.
Propiedades cinAticas de LDH 5 LDH 1 04
Km en mM (hombre)
lactato 18 2,9 25
piruvato 0,83 0,08 0,05
NAD 0, 29 0,5 0,109
2-oxobutirato 10 0,84 0,18
Km en mM (buey)
lactato 14. 5 33
piruvato 0,15 0,05 0,08
Km en mM (ratAn)
lactato 3,92 2,34 2,25
piruvato 0,345 0,09 0,042
NAD 0,237 0,164 o,o48
NADH 0,036 0,008 0,013
pH Aptimo (hombre)
oxidaciAn de lactato 9,75 10,75 8,75-9,(
reducciAn de piruvato 7,25 8,0 7,5
Éspecificidad de anAlogo de coenzima (hombre)
nucleAtido de acetil piridina/NAD;
0,32 0,9 1,17
NAmeros de renovaciAn (moles NADH oxid ./mol enzima/m:
reducciAn de piruvato (buey^ 80000 49400 5000
(Masters y Holmes, 1974, 1975» Hawtrey et al. 1975).
Evidentemente, las cifras varian de una espe- 
cie a otra, pero se mantiene una cierta constancia en 
la relaciAn entre ellas.
-C.-DistribuciAn tisular y funciAn fisiolAgica,-
Se ha encontrado conmnmente, en la distribu-- 
ciAn de las isoenzimas de LDH en los tejidos, que el 
contenido de subunidades M parece estar relacionado - 
con el metabolismo anaerobio. Los mAsculos esquelAti- 
cos de la mayoria de los vertebrados contienen LDH ^ , 
mientras que tejidos con un metabolismo aérobic, como 
el corazAn y el cerebro (sobre todo en vertebrados su 
periores), con un suministro relativamente asegurado 
de oxfgeno, contienen principalmente LDH  ^ (Masters 
y Holmes, 1974). AdemAs, las aves rnigratorias y las - 
especies activas de murcidlagos, tienen mayor activi­
dad de la subunidad H en sus inûsculos de vuelo que —  
los animales menos activos pero relacionados filogene 
ticamente (Wilson et al. 1963; Valdiviesco et al. —
1968). Por otro lado, las fibras musculares rojas tie^  
nen mayor cantidad de subunidades H que las fibras —— 
musculares blancas. Estas distribuciones son parale—  
las al requerimiento de una mayor glucolisis aerobia 
para la contracciAn muscular continuada. En contraste, 
los animales adaptados a condiciones de hipoxia (ani­
males hibernantes y buceadores) poseen mayores nive—  
les de subunidades M en sus corazones y cerebros (Lin 
dy y Rajasalmi, 1966; Burlington y Sampson, 1968; Aljb 
man y Robin, 1969; Blix y From, 197l).
Estas dis tribuciones se han razonado,en t Armi^ 
nos fisiolAgicos, considerando el papel de la LDH en 
la regulaciAn de la relaciAn NAD^/NADH, y la influen— 
cia que esta proporciAn tiene sobre una serie de reac^ 
ciones celulares. Durante el metabolismo de la gluco— 
sa en el mdsculo cardiaco, no se acumula NADH, pues to 
que este es oxidado rApidamente por la respiraciAn m^ 
tocondrial, la cual tambiAn utiliza piruvato para la 
producciAn de energia. La LDH ^ » que tiene una mayor 
afinidad por el lactato que la enzima muscular, proba 
blemente intervenga en la oxidaciAn del lactato seul-— 
guineo, formando piruvato que entraria tambiAn en la
mitocondria. En el musculo esquelAtico de contracciAn 
rApida e intensa, la producciAn de piruvato a partir 
de glucosa aumenta durante el ejercicio, y el NAD se 
convierte en NADH. En ausencia de oxigeno, este NADH 
se oxida a NAD mediante la LDH ^ , de baja afinidad,
pero eficaz en estas condiciones, y el lactato se acu 
mula en el tejido, difundiendo eventualmente hacia el 
torrente sanguineo. Esta teoria, denominada "aerobia— 
anaerobia", se basa en que LDH^ . se inhibe en presen 
cia de concentraciones altas, pero fiSiolAgicas, de - 
piruvato, a las que LDH ^ no se inhibe.
Queda un cierto nümero de distribuciones iso— 
enzimAticas de LDH que no se ajus tan a las prediccio— 
nés de la teoria "aerobia-anaerobia": l) la composi—  
ciAn isoenzimAtica de LDH de los embriones iniciales 
de mamiferos no varia en proporciAn directa al grado 
de tensiAn de oxigeno (Masters y  Holmes, 1972); 2) el
lenguado (Pleuronectiformes) contiene predominantemen 
te LDH  ^ en los tejidos cardiaco y  muscular, aunque 
estos animales tengan un gen H funcional y no difie—  
ren, en tArminos de ambiente, apreciablemente de otras 
especies de peces con LDH como forma prédominante 
en el corazAn (Markert y  Holmes, 1969; Lush et al. —  
1969; Cesser y  Poupa, 1973); 3) la alta proporciAn de 
LDH  ^ que posee el higado de la mayoria de los mami— 
feros y  otras especies de vertebrados, a pesar de que 
el metabolismo de las cAlulas hepAticas es, en princi 
pio, aerobio (Masters y  Holmes, 1974). A esta distii- 
buciAn se la ha querido encontrar una relaciAn con —  
los hAbitos carnivoros (Ogihara, 1975) y con la capa- 
cidad de huida o ataque mediante la carrera (Everse y 
Kaplan, 1975). 4) Algunas cAlulas, que mantienen una 
funciAn aerobia-anaerobia semejante en las distintas 
especies (ej; los eritrocitos), muestran amplias di-- 
vergencias filogenAticas en sus modelos isoenzimAti;—  
COS (Masters y  Holmes, 1975).
-a,-FunciAn fisiolAgica de la isoenzima LDH ^ ,-
Algunos autores (Vesell, 1975) ponen en cues- 
tiAn la teoria "aerobia-anaerobia", basAndose en las 
excepciones de la régla expuestas anteriormente y en 
otras observaciones, taies como que las experiencias 
de inhibiciAn de LDH ^  por piruvato y lactato no se 
han realizado en condiciones fisiolAgicas ni de tenipe^ 
ratura (25-C) ni de concentraciAn de enzima. Si las — 
experiencias se realizan a 37-409C y a concentracio-— 
nés fisiolAgicas de enzima, el efecto inhibidor de —  
las concentraciones altas fisiolAgicas de ambos subs­
trates se reduce bastante. Estes autores justifican — 
la presencia de las isoenzimas en funciAn de la degra 
daciAn diferencial de estas en los distintos tipos de 
cAlulas y porque la carga elActrica diferente que ca-
racteriza a cada isoenzima, las capacita para la u---
niAn diferencial a las estructuras celulares, uniAn — 
que séria ventajosa para la funciAn de una détermina— 
da isoenzima en un orgAnulo celular determinado,
Otros autores (Everse y Kaplan, 1975) defien- 
den la teoria "aerobia-anaerobia" en principio porque 
a concentraciones fisiolAgicas de LDH ^  si se da es­
te efecto inhibidor de los substratos, BasAndose en — 
la concentraciAn de metabolites del tejido muscular — 
cardiaco, deducen que la forrnaciAn del complejo terna 
rio que inhibe a la LDH ^ , integrado por enolpiruva—
to, NAD^ y la enzima, es posible, lo cual résulta fa­
vorable para la cAlula cardiaca, puesto que el piruva 
to y ël NADH formados al final de la glucolisis en--- 
tran en la mitocondria, donde son oxidados. A s i , es—  
tando la LDH ^  inhibida, el piruvato ingresa en el - 
ciclo de K rebs. El NADH que se forma en el citoplasma 
tiene tres rutas principales posibles para la reoxida 
ciAn; l) la reducciAn de piruvato con formaciAn de —  
lactato; 2) la transformaciAn de oxalacetato en mala— 
to, pasando este ultimo a la mitocondria, donde es me_ 
tabolizado en el ciclo de Krebs; 3) la formaciAn de -
CX-gl ice'rof OS f ato a partir de diliidroxiace tona fosfato, 
el cual pasaria al metabolismo de los lipidos. E s tan­
do inhibida la LDH ^  , el primer camino estA cerrado,
con lo que se utilizarian los otros dos restantes.
Para la formaciAn del complejo ternario es ne_ 
cesaria la presencia en la cAlula, al parecer, del e- 
nolpiruvato, compuesto que se forma por tautomeriza—  
ciAn del cetopiruvato, siendo este dltimo el substra­
te de la LDH, Parece ser que esta tautomeiizaciAn ecu 
rre normalmente en la cAlula, a pesar de que el proqe 
so in vitro es muy lento, con una frecuencia relative 
y de forma no enzimAtica, sin saberse a ciencia cier­
ta por quA (Everse y Kaplan, 1975), Una vez forrnado - 
el complejo ternario, conviene saber en que condicio­
nes se desarrolla la disociaciAn. Al parecer, la pre­
sencia de lactato provoca la disociaciAn rApida de e^ 
te complejo, y la presencia de NADH tambiAn, pero de 
una forma mucbo mAs lenta. Sabido esto, cabe esperar 
que la presencia de lactato en la cAlula cardiaca, so 
brepasando un cierto umbral, desinhibiria a la LDH, - 
con lo cual, este lactato se transformaria en piruva­
to, que ingresarla en el ciclo de Krebs. Este lactato 
podria procéder de la circulaciAn sanguine a mejor que 
de la propia cAlula cardiaca. La producciAn de NADH - 
en cantidades suporiores a las normales en la cAlula 
cardiaca, a consecuencia de una disminuciAn en la ten 
siAn de oxigeno, tambiAn supondria una desinhibiciAn 
de la LDH , aunque en menor cantidad que en presen­
cia de lactato, provocando la reducciAn de piruvato y 
la acumulaciAn de lactato, en pequehas cantidades en 
el propio tejido y en niveles mayores en el reste del 
animal (por ejemplo, en sangre o linfa), en condicio­
nes de hipoxia. La producciAn de NMDH tendria que ser 
lo suficientemente alta como para saturar a la malato 
deshidrogenasa que, como se ha visto, conipite con la 
LDH por dicha coenzima.
La formaciAn del comple jo ternario se debe, -, 
al parecer, a la estructura primaria del sitio active 
de la enzima, que es el mismo en todas las isoenzimas, 
con lo que ocurriria en todas ellas, solo con las di­
ferencias de las afinidades de las enzimas por el e—  
nolpiruvato y el NAD*^ (Everse y Kaplan, 1 9 7 3  ) • La impor 
tancia de este complejo in vivo se ha discutido (Bailey y Lim, 1977). 
-b.-FunciAn fisiolAgica de la isoenzima LDH-M4,-
Con respecte a la LDIL^ , se ha observado que, 
en el inüsculo esquelAtico de varias especies, esta i- 
soenzima existe como forma libre y como forma unida a 
las membranas, de manera que las propiedades fisico—  
quimicas de estas dos formas difieren marcadamente, a 
si como que el piruvato inhibe con mayor facilidad a 
la forma libre que a la unida (Hultin et al, 1966; —
Melnick y Hultin, 1968; Hultin et al, 1972; Ehmann y 
Hultin, 1973; Melnick y Hultin, 1973). Estas diferen­
cias cinAticas pueden ser la base de una funciAn meta 
bAlica reguladora que convierta a LDH ^ , unida en li­
bre en el musculo esquelAtico. De acuerdo con esta h^  
pAtesis, en el musculo esquelAtico, durante el e je rc_i 
cio, la concentraciAn de NADH subiria y la LDH un^ 
da a la membrana, en principio inactive, se solubili— 
zaria y se activaria debido a su capacidad para reoxd^ 
dar el NADH en presencia de un . aceptor de electrones 
apropiado. Este mécanisme podria ayudar a mantener —  
las tasas de glucolisis bajo condiciones anaerobias, 
y, adernAs, minimizaria la competiciAn por los electro_ 
nés entre la LDH y la mitocondria en condiciones a 
erobias, cuando gran parte de la LDH ^ estA unida,
Aunque la funciAn fisiolAgica de las otras —  
tres isoenzimas hibridas no ha sido estudiada con de— 
talle, es de suponer que estA situada en un intenner-- 
die de LDH^ y LDH ^ ,
-c.-FunciAn fisiolAgica de la isoenzima LDH-C4,-
Una propiedad distintiva de esta isoenzima en
cornparacion con ±os ouros aos nuinuLo uj unioiua oa ou x— 
noficacia catalitica, El nilmero de "turnover" de LDH- 
C4 es solo l/lO del de la isoenzima 1 y 20 veces me­
nor que el de la 5 . Como resultado, se ha sugcrido -
que esta ineficacia serviria para evitar la produc---
ciAn de grandes cantidades de lactato en el espermato^ 
zoide y , por lo tanto, la inhibiciAn de la movilidad 
y la capacidad funcional de este (Goldberg,.1972)• 0- 
tros autores han observado que la LDH-C4 humana util_i 
za el o^cetobutirato como substrato mejor que los o—  
tros dos homotetrAmeros, teniendo una Km para este A- 
cido menor que la exhibida por las otras dos isoenzi­
mas (Svasti y Viriyachai, 1 9 7 5 ) .  Por otro lado, obser 
van que la Km para p i m v a t o  es menor tambiAn en LDH-- 
C4, aunque esta misma constante para el lactato sea - 
intermedia entre LDH ^ y LDH ^ , y para el NAD^ sea
tambiAn menor.
En ratAn se ha podido observer que las Km para 
lactato, piruvato y NA d J son mAs bajas en LDH-C4 que 
en los otros dos homotetrArneros , mientras que la de - 
NADH es intermedia. En vista de estos datos, se ha —  
propuesto un modelo que consiste en que el ambiente - 
de la trompa de falopio contiene cantidades significa 
tivas de lactato; debido a la alta afinidad de LDH-C4 
por este substrato, esta enzima produciria energia —  
convirtiendo el lactato, forrnado posiblemente en la - 
cAlula de la mucosa de la trompa mediante la LDH ^ y 
liberado al lumen de la propia trompa, en piruvato me_ 
diante la conversiAn de NAD^ en NADH, La baja afinidad 
relative de la LDH-C4 por el NADH podria hacer que la 
coenzima reducida entrara en el sistema de transporte 
de electrones para producir ATP, La continuidad de la 
operaciAn exige que la mitocondria utilice el NADH y 
que este llegue fAcilmente a aquella, y que la LDH—C4 
tenga acceso al NAD^ y al lactato (Hawtrey et al, 19— 
75).
-d,-FunciAn fisiolAgica de la isoenzima LDH-E4,-
La distribuciAn prédominante de la LDH-E4 en 
las cAlulas fotorreceptoras de teleAsteos condujo a - 
proponer que la enzima desempeha un papel esencial en 
la regeneraciAn de la rodopsina (Whitt, 1970)# En con 
traste con otros vertebrados, el NAJ3**’ es la coenzima 
utilizada por la retinol deshidrogenasa de los teleA^ 
teos, y estos peces podrian necesitar entonces una LD 
H especifica para regular los niveles de NAD'*’, La LDH- 
e 4 podria estar capacitada paraeste papel, puesto que 
tiene alta afinidad por el piruvato y séria eficaz en 
la conversiAn de NADH en N A D ^ , La distribuciAn espec^ 
fica de LDH-E4 en los higados de los peces gadoideos 
podria ser una consecuencia de los altos niveles de - 
grasas caracteristicos de estos animales, ya que esta 
isoenzima es mAs estable en ambiantes hidrofAbicos —  
que los otros homotetrAmeros de LDH ,
-3,-Filogenia y évolueiAn de la LDH,-
-A,-Relaciones filogenAticas de las isoenzimas de LDH,- 
-a.-Estructura,-
Se han purificado isoenzimas de LDH a partir 
de una gran variedad de vertebrados y se ha demos tra­
de que las especies muy relacionadas tienen estructu­
ras de composiciAn similar de aminoAcidos (Wilson et 
al, 1964; Pesce et al, 1967). El contenido de histid_i 
na de la LDH ^ es variable con la especie; las aves 
tienen un alto contenido comparado con el de los anfd^ 
b i o s , siendo los reptiles intermedios al respecte, Es_ 
ta InformaciAn estA de acuerdo con los conceptos évo­
lutives aceptados, Muchos de los aminoAcidos de las - 
LDH 2 examinadas varian tambiAn significativamente! 
el contenido de isoleucina en mamiferos es mayor que 
en aves y anuros, y el contenido de arginina de anfi­
bios es menor que el de aves y mamiferos,
-b,-CinAtica.-
Los estudios cinAticos comparados de LDH ^ ,
utilizando anAlogos de coenzimas , han apoyado genera_l
mente las conclusiones de que cuanto mAs relacionadas 
son las especies, mAs similares son las LDH, y estos 
cambios sutiles en las propiedades cinAticas se pre—  
sentan corne continues durante la evoluciAn (Kaplan et 
al, I96O; Wilson et al, 1964),
-c,-Immunoquimica,-
Los estudios immunoquimicos se.han utilizado 
con Axito en las comparaciones filogenAticas, El orden 
decreciente de la intensidad de reacciAn de antiLDH-- 
1 de polio con las distintas LDH ^  estA de acuerdo 
con las relaciones filogenAticas conocidas; aves, re£ 
tiles, anfibios, teleAsteos y condrictios (Wilson et 
al, 1964), Se observan resultados similares cuando se 
utiliza antiLDH ^ de mere para comparer las homolo-- 
gias immunoquimicas de una serie de LDH ^  de peces y 
LDH de otros vertebrados,
-d.-DistribuciAn relative,-
La comparaciAn de la distribuciAn relative de 
las subunidades H y M se ha utilizado tambiAn en es tu 
dios filogenAticos. Por ejemplo,se ha investigado la 
composiciAn de isoenzimas de LDH de los eritrocitos - 
de roedores (Baur y Pattie, I968; Jacobsen et al,1969, 
Shows et al, 1969; Shows y Ruddle, I968; 1968b; Engel,
1972).
TambiAn se ha demostrado un cambio hacia ha—  
cia la predominancia de la subunidad H durante la evo 
luciAn del cerebro (Syner y Goodman, I969)•
- e ,-Movilidad electroforAtica,-
La electrofores is se ha aplicado con limita—  
ciones en los estudios filogenAticos, Normalmente, las 
movilidades electroforAticas son muy variables, i n d u  
so entre especies muy relacionadas, un comportamiento 
que hace que esta propiedad tenga un valor limitado - 
en los estudios taxonAmicos, Hay, s in embargo, muchos 
grupos de animales para los que una de las isoenzimas
de LDH exhibe una variabilidad electroforética con—  
servativa, Por ejemplo, se ha utilizado la variabili^ 
dad polimArfica de la isoenzima LDH ^  en el anAli-- 
sis de varias poblaciones de dos especies del gAnero 
R a n a , R . pipiens y R^ . palus tris, del continente nor- 
teamericano; la distribuciAn geogrAfica de 11 formas 
variantes de esta enzima, estA generalmente en con—  
cordancia con la distribuciAn de los lugares de pue^ 
ta, con los resultados de los estudios de hibrida--- 
ciAn y con la distribuciAn de las subespecies^(Salthe,
1969).
La existencia de la funciAn gAnica C y E en - 
vertebrados tambiAn tiene un significado filogenAti- 
co, puesto que estos genes son activos en grupos de 
animales muy relacionados, La LDH-C4 se ha observado 
en una amplia variedad de mamiferos euterios (Zink—  
h am, 1968), marsupiales (Holmes, 1972; Holmes et al, 
1973; Baldwin y Temple-Smith, 1973) y en paloma (Zin 
kham, 1968), La funciAn gAnica de LDH-e4 de las cAlu 
las retinales parece estar restringida a su distribu 
ciAn en teleAsteos, estando ausente en peces primitif 
vos como los agnatos y los condrictios, as i como en 
los teleAsteos relativarnente primitivos como los ci- 
priniformes, anguiliformes y Clupeidae (Whitt y Horo_ 
witz, 1970 ; Horowitz y Whitt, 1972). La LDH-e4 se en 
cuentra solo en los peces de las familias Cyprinidae 
y Gadidae, y su distribuciAn, consecuentemente, estA 
muy limitada (Klose et al, 1969; Odense et al, I969; 
Lush, 197O; Sensabaugh y Kaplan, 1972; Shaklee et al,
1973).
-B,-EvoluciAn de los genes de la LDH,-
A pesar de que no se dispone de las homologias 
de los distintos polipAptidos de LDH a nivel de la - 
comparaciAn de sus secuencias de aminoAcidos, los e^ 
tudios immunoquimicos, quimicos y de hibridaciAn han 
permitido el establecimiento de algunas teorias a —  
cerca del origen evolutive de los multiples genes de 
la LDH (Holmes y Markert, I969; Whitt, 1970; Holmes,
1972; Holmes y Scopes, 1974; Markert et al. 1975;•
Una propuesta de la evoluciAn de los genes de 
LDH se resume en el siguiente esquema, en el que los 
circules negros representan los acontecimientos de - 












aves y mamiferos) 
teleos teos)
El origen del gen LDH-C es probablemente el - 
locus gAnico H, puesto que estAn ligerarnente ligados 
en paloma (Zinkham et al. 1969)» y los polipAptidos 
H y C poseen cierto grado de reactividad immunoquimj^ 
ca en algunos animales (Holmes, 1972; Holmes y Sco—- 
pes, 1974). El gen LDH-E posiblemente tenga su ori-- 
gen en una duplicaciAn del gen H (Whitt, I969» Mar—  
kert y Holmes, 19^9; Holmes y Markert, 1969; Whitt,
1970) durante la evoluciAn en tiempos cercanos a la 
radiaciAn evolutiva de los teleAsteos (Horowitz y —  
Whitt, 1972). Las LDH-e4 y 1, son muy homAlogas en - 
tArminos de sus propiedades immunoquimicas, cinAti—— 
cas y fisicas, y, seguramente, en un alto porcentaje 
de sus secuencias de aminoAcidos.
Asi, parece que el mécanisme de establecimien 
to de los genes multiples de LDH en vertebrados es - 
similar al encontrado en hemoglobinas, Un locus pri­
mordial de la enzima se ha duplicado y divergido en 
su secuencia de aminoAcidos tanto que se ha provisto 
de una diversidad molecular suficiente para los com­
pletes requerlmientos me tabAlicos de los organismes 
superiores. En un contexte amplio, las homologias en 
las secuencias del centre active y las similitudes -
en el tamaho de las subunidades indican que todas -- 
las deshidrogenas as dependientes del NAD"*" , o liga—  
das a esta coenzima, en vertebrados, probablemente - 
hayan evolucionado a partir de un locus gAnico ances^ 
tral comün (Taylor et al, 1973).
-4.-Isoenzimas de LDH y ontogenia.- 
-A,-Perfil histArico.-
E1 sistema LDH se ha revelado como un paramé­
tré extremadamente sensible de la diferenciaciAn a - 
nivel molecular. La especif'icidad ontogAnica de los 
modelos isoenzimAticos fuA puntualizada primero por 
Markert y M/ller (l939). MAs adelante, muchos de los 
primeros investigadores, estudian, en el desarrollo 
de aves, las propiedades immunoquimicas y electrofo— 
rAticas de LDH en tejidos individuates (Cahn et al. 
1962; Lindsay, I963). Asi, en el musculo de polio du 
rarite el desarrollo, el musculo relacionado con el - 
vuelo, la actividad LDH estA présente como la isoen— 
zima mAs anAdica (L D H o  LDH-H4) en el embriAn ini—  
cial, se distribuye entre las cinco formas de activa^ 
dad durante la maduraciAn, y en el adulte estA predo_ 
minantemente concentrada en la forma mAs catAdica -— 
(iDH^ o LDH-M4). Otros tejidos adultes difieren mar­
cadamente en sus modelos de actividad isoenzimAtica. 
El corazAn mantiene la mayoria de su actividad en la 
LDH^ y LDH^, mientras que el higado adulte muestra - 
un modelo intermedio.
En los primeros estudios detallados del desa­
rrollo de la LDH de las especies de mamiferos, se ha 
mostrado que los polipAptidos de las formas embriona 
rias, por ejemplo de ratAn, son casi todas del tipo 
M, y que los tejidos taies como el corazAn, la con—  
centraciAn de la subunidad H crece rApidamente duran 
te el période de gestaciAn; otros tejidos tambiAn —  
muestran un aumento de esta subunidad, pero de una — 
forma individual (Markert y Ursprung, I962), Asi, —
las progresiones del desarrollo de isoenzimas de es­
tas dos especies son unidireccionales, pero proce---
diendo con el sesgo ontogAnico opuesto, de H a M en 
polio y de M a H en ratAn* Se publicaron observacio­
nes de naturaleza similar en la rata y en otras espe^ 
oies de mamiferos (Fine et al. 1963)» Este comporta­
miento parece, ademàs,estar relacionado con la condi 
ciAn relativarnente mAs aerobia de los embriones de a 
ves respecte a los de mamiferos (Nakano y Wbiteley, 
1965)• Otras observaciones, con la conclusiAn de que 
tanto los embriones como los cultives tisulares pue­
den verse influidos por la tensiAn de oxigeno, el -- 
cual podria regular la sintesis diferencial de las - 
subunidades de LDH (Goodfriend et al. I966) , apoya-—  
ron tambiAn esta teoria.
De manera que estas primeras investigaciones 
condujeron a tres conclusiones; a) la forma embriona 
ria inicial de esta enzima es un tipo parental (LDH— 
H 4 o LDH-M4) en todos los vertebrados; b) que el ti— 
po de subunidad LDH sintetizada en los tejidos adul— 
tos o embrionarios se régula especificamente por el 
grado de oxigenaciAn del tejido; y c) que el control 
de la sintesis de LDH es anAlogo al de la hemoglobi— 
na (Markert, 1963; Fine et al. I 963).
MAs adelante, se ha podido comprobar que la - 
LDH embrionaria de las especies de vertebrados no son 
necesariamente parentales, segAn estudios sobre el — 
desarrollo de especies de rumiantes (llinks y Masters, 
1964; Fieldhouse y Masters, I966); asi, el anAlisis 
de la LDH del embriAn inicial de diferentes especies 
de mamiferos recorre toda la gama de las contribuciq_ 
nés del tipo H y del M. Los datos comparados de las 
situaciones de las isoenzimas del adulte y del em-r,—  
briAn, se interpretan mAs apropiadamente como indica 
tivos de una acciAn indirecta del oxigeno sobre la - 
sintesis de LDH. Asi, los embriones ovines estAn -—- 
substancialmente menos oxigenados que los de conejo
y ligerainente menos que ±os nurnanos , pero ra enzima 
de los embriones iniciales de oveja posee menos acti 
vidad de tipo M que los de conejo y mAs que los huma 
nos. La falta de relaciAn proporcional entre estos - 
parAmetros en el embriAn favorece la conclusiAn de - 
que el oxigeno ejerce un efecto indirecto en el con­
trol epigenAtico de la biosintesis de LDH en los ma­
miferos .
AdemAs, los datos sobre las progresiones em«- 
brionarias de la LDH clarifica que el control genAt^ 
co de esta enzima no es tan anAlogo al de la hemoglo^ 
bina. Las caracteristicas de la biosintesis de LDH - 
durante la ontogenia (polipAptidos H y M ) , son con—  
sistentes con la existencia de dos genes estructura- 
les distintos présentes en diferentes operones, cada 
une de los cuales estaria influido independientemen- 
te por los factores directivos (Fieldhouse y Masters, 
1966; H inks y Masters, 1966; Masters y Holmes, 1975)•
-B,-Actividades de LDH durante la organogAnesis.-
Los cambios en los tipos de actividad de la - 
enzima (como distinciAn de los cambios en el modelo) 
pueden estar correlacionados con los cambios fisiol^ 
gicos que tienen lugar durante la organogAnesis. La 
causa de estos cambios de actividad es, a menudo, —  
compleja; se puede incluir factores taies como la in 
ducciAn o estabilizaciAn por substrato, cambios en - 
el desarrollo de la funciAn tisular y de1 tipo de cA 
lulas, fuentes de nutrientes alteradas, efectos hor­
monales y la influencia de factores bmbientales como 
la temperatura.
— a.-Mdsculo.—
El cambio mAs llamativo de la actividad espe— 
cifica del desarrollo de la LDH de vertebrados es el 
aumento substancial postnatal que ocurre en el mdscu 
lo esquelAtico. Puesto que el modelo isoenzimAtico — 
tipico del musculo esquelAtico de mamiferos adultos
posee una predominancia de LDH^, este rapide aumento 
se puede interpreter como una des-represi6n de la —  
sintesis de las subunidades tipo M, sobrecompensada 
considerablemente por alguna alteraciAn en la produ£ 
ciAn del tipo H, lo que daria un ejemplo tangible de 
la regulaciAn independiente de los genes LDH in vivo* 
SI "disparador" de este gran aumento no ha sido iden 
tificadO; pensandose que estarA relacionado con la a 
daptaciAn del tejido a su funciAn fisiolAgica carac- 
teristica, esto es, la adquisiciAn de la contractili^ 
dad muscular y su utilizaciAn en el movimiento del a 
nimal (Masters y Holmes, 1975). Cambios similares en 
la actividad relative de las isoenzimas de LDH se -- 
han observado en el mdsculo de la pata de Discoglo—  
s sus pictus, un anfibio anuro, cuyo modelo va evolu- 
cionando,durante la metamorfosis y la juventud,desde 
un 37,26% de subunidades H hasta el 17% del animal a 
dulto (Alonso et al* 1976).
-b.-CorazAn.—
Se ha indicado que el corazAn es un tejido de 
maduraciAn temprana, por la secuencia de la activi—  
dad especifica, lo cual estA de acuerdo con la fun-— 
ciAn activa de este Argg.no en los estados medios ini^ 
ciales del desarrollo. No hay en el tejido cardiaco 
una sintesis rApida de subunidades M; en su lugar, - 
hay un aumento graduai de la actividad tipo H para - 
dar al final el modelo del adulte, en el cual, la ac_ 
tividad tipo H es caracteristicamente prédominante — 
(Masters y Holmes, 1975).
-c.-Diafragma.-
S1 diafragrna présenta tambiAn un cambio inte — 
resante durante el desarrollo, de manera que aumen—  
tan los dos tipos de actividad despuAs del nacimien— 
to, dando un modelo résultante que no es binomial. - 
Se ha sugerido que estas diferencias de modelos gene^ 
rados al azar se expliquen, posiblemente, asumiendo
que son mezclas de diferentes tipos ce—
lulares, puesto de manifiesto por las evidencias his_ 
tolAgicas que dan cuenta de dos tipos de fibras mus* 
culaies distintos. SI marcado cambio de la funciAn - 
de este tejido al nacer tiene su origen, al parecer, 
en una des-represiAn de la sintesis de1 tipo M en el 
mdsculo de contracciAn rApida, y un aumento coinci-- 
dente de la sintesis de subunidades H en las fibras 
de contracciAn ri.tmica (Masters y Holmes, 1975) •
-d,-Otros tejidos.-
Otros tejidos, como el rinAn, el higado, el - 
cerebro, el pulrnAn, el intestine (Masters y Holmes,
1975) y la piel (Alonso et al. 1976), muestran en ge^  
ral cambios poco marcados en los niveles de activi—— 
dad total y relative durante el desarrollo. En reali^ 
dad, presentan una aproximaciAn graduai a las mode—  
los caracteristicos del animal adulte. En la piel de 
anfibios se ha visto un descenso del porcentaje de — 
subunidades H durante la metamorfosis (Alonso et al.
1976), y en las distintas regiones del cerebro de ra 
ta, un descenso en el porcentaje de LDH^ paralelo a 
la diferenciaciAn prenatal y postnatal, y, por lo —  
tanto, a la disminuciAn del ndmero de mitosis celula 
res (Gonzalez de Buitrago, 1976).
-C.-Actividad LDH en los estados iniciales del desa­
rrollo . -
Muchos de los datos sobre activaciAn gAnica — 
en los primeros estados del desarrollo se han obtend^ 
do de estudios sobre vertebrados inferipres, princi— 
palmente anfibios, y en algunos invertebrados como - 
los equinodermos (Alonso y Torrellas, 1973; Faulha-- 
ber y Lyra, 1975; Claycomb y Villee, 197l)« Estos —  
trabajos ponen de manifiesto, por otro lado, la no - 
existencia de modelos parentales de isoenzimas al i- 
nicio del desarrollo. Asi,. en Discoglossus pictus, - 
partiendo de un modelo inicial con un porcentaje de
subunidades H y M seme jante, se llega a un predomi—  
nie de LDH^ en los primeros estados de la prernetainor 
fosis (Alonso y Torrellas, 1973)* En estas especies, 
el desarrollo inicial tiene lugar, segdn se ha podi­
do observar, sin la participaciAn del genoma etnbrio- 
nario; asi, el proceso parece estar gobernado por —  
las substancias acumuladas en el vitelo d e 1 huevo. - 
En vis ta del hecho de que el embriAn de mamiferos, - 
debido a su desarrollo interno, tiene menos material 
de réserva que el de los vertebrados inferiores, se 
puede decir que el genoma ernbrionario podria iniciar 
la t r an scripci An en estados anteriores a los no mamife^ 
ros (Masters y Holmes, 1975).
El nivel inicial de actividad LDH en el Avulo 
de ratAn résulta extraordinariamente alto (Brinster, 
1965» 1967; 1967b; Rapola y Koskimies, 1967, Epstein
et al, 1969; Wolf y Engel, 1972), descendiendo hasta 
un 12% del nivel inicial en el estado de blastocisto 
medio (4 dias), y a menos de un 1% de la actividad 2 
riginal juste antes de la impîLantaciAn, TambiAn se - 
obseivA un cambio extreme en el tipo de LDH asociado 
a este cambio de actividad; hay solo LDH^ en los es­
tados iniciales, hasta la implantaciAn, y despuAs de 
esta solo se observa LDH^ (Auerbach y Brinster, I967). 
Este cambio brusco parece que no es el modelo general 
de desarrollo de las isoenzimas de LDH en los prime­
ros estados del desarrollo de mamfferos (Brinster, - 
1968; Engel y Kreutz, 1973; Engel y Petzoldt, 1973).
-5.-DegradaciAn de la LDH,—
Hay un consenso general de opiniAn sobre que 
la degradaciAn se debe a la presencia de enzimas pr^ 
teolfticas en los tejidos. Se ha descrito que hay —  
tres grupos de enzimas que inactivan especfficamente 
las enzimas-piridoxal, las enzimas dependientes del 
NAD^ y las enzimas-FAD, segAn sus respectivas apopr^ 
teinas (Kutunuma, 1 9 7 3 ) .  Estas enzimas actuarfan co-
mo iniciadores de la degradaciAn enzimAtica en la cA 
lula y los productos de esta acciAn hidrolitica se-— 
rian degradados postcriormente en aminoAcidos por —  
las proteasas lisosArnicas,u otras,no especfficas• A- 
demAs, la tasa de proteolisis de estos sistemas enzd^ 
mAticos y de los sistemas dégradantes especfficos, -
se verfa marcadamente afectada por la concentraciAn 
de inhibidores asociados, de coenzimas y de substra­
tos, y por las influencias dietAticas, hormonales y  
de factores ambientales, sobre todo en poiquiloter-- 
mos, en el case de la temperatura (Masters y Holmes,
1975).
- A .-RenovaciAn de las isoenzimas.—
Se han calculado las constantes de sintesis y 
degradaciAn de algunas isoenzimas de LDH en diverses 
tejidos de rata, cuyos resultados se esquematizan a 
continuaciAn (Fritz et a l . 1969; 1971» 1973).
Isoenzima ComposiciAn 








LDH-1 H4 98,2 0,042
LDH- 5 m 4 12,4 0,316
Mdsculo esquelAtico
LDH-1 h 4 5,8 0,112
LDH-3 m 4 8,6 0,006
Higado
LDH-5 m 4 74,8 0,047
Es évidente que hay diferencias en la tasa de 
renovaciAn de las isoenzimas individuales entre los 
tejidos. La LDH^ se sintetiza 3Ü veces mAs rApidamen 
te en el higado que en el musculo cardiaco, mientras 
que la constante de degradaciAn es 10 veces mAs rApi^ 
da en el mdsculo cardiaco que en el higado. Por otro 
lado, en el musculo esquelAtico, las constantes de - 
degradaciAn de las isoenzimas individuales aumentan
en progrèsi6n casi logaritmica de LDH^ a LDH^; pero 
el modelo de renovaciAn. de isoenzimas es muy distin­
to en otros tejidos. Estos resultados, confirman que 
la sintesis y la degradaciAn son importantes para de 
terminer los niveles de isoenzimas y que la relaciAn 
entre sintesis y degradaciAn es muy especifica de te^  
jido. Esta marcada divergencia en las tasas de degra 
daciAn de las isoenzimas de un tejido a otro, apoya 
tambiAn la posibilidad de que algunos sistemas isoen 
zimAticos hayan podido surgir de la necesidad de man 
tener una actividad particular de cara a las tasas - 
de degradaciAn rApidas de ciertos tipos de cAlulas — 
(Masters y Holmes, 1975).
TambiAn se ha puntualizado que, en el caso de 
una protexna multimArica como la LDH, la interacciAn 
de las subunidades podria desarrollar un papel impor 
tante en el control de la concentraciAn de proteinas 
en las cAlulas animales (Fritz et al. 1971). Se han 
presentado evidencias en apoyo de un modelo que con­
sidéra una regulaciAn por f'enAmenos pos t-traducciAn ; 
el modelo, esquematizado a continuaciAn, podria pro— 
porcionar una explicaciAn de cAmo las concentracio—  
ne s de proteina pueden cambiar en la cAlula mientras 
las tasas de transcripciAn y traducciAn permanecen — 
cens tantes.
|conjunto de aminoAcidos^
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(Todas las k^p son de orden cero; las kp^ son de 
orden uno y las restantes k de orden dos).
De manera que se ha incorporado el requeri—— 
miento de rutas especificas de sintesis y dégrada---
ci6n, implicando solo a ciertas isoen^imas; pero la 
selecci6n de esta secuencia particular no estâ aun - 
justificada del todo•
-B.-Degradaci6n y ontogenia.-
Si las tasas de degradacidn son bajas en los 
tejidos en creciiniento râpido, como parece ocurrir - 
en las fases de creciiniento de los microorganismos - 
(Jacob -y Monod, 196l), se puede asumir que la slnte- 
sis es el factor prédominante. For otro l a d o , si es 
cierto que las constantes de sfntesis y degradacidn 
no cambian durante la vida del animal (Fritz et al.
1971)» entonces los cambios en las concentraciones - 
enzimdticas durante el desarrollo podrfan estar ente 
rarnente determinados por estas constantes, y simple- 
mente representan la aproximaci6n al estado estacio- 
nario desde un nivel inicial de enzima(s).
La cantidad limitada de datos expérimentales 
existentes parece apoyar la primera de estas alter­
natives como la mds probable. Los datos del desarro­
llo postnatal de la LDH de rata de que se dispone, - 
muestran que la degradaci&n crece desde valores ba—— 
j os inmediatamente después del naciiniento hasta al —  
canzar un equilibrio con la sintesis en un periodo - 
de 100 dfas (Fritz et al. 1974; 1975).
Tampoco son muy frecuentes los estudios sobre 
los efectos de la edad en las isoenzimas de LDH. Se 
ha observado una pdrdida de actividad en la LDH^ del 
musculo de ratdn, que se atribuye a un de crecimiento 
en el numéro total de mol(?culas plenamente activas y 
no a la presencia de un ndmero creciente de molécu-- 
las parcialrnente inactivas (Oliveira y Pfuderer, --
1973).
-6,-Hormonas e isoenzimas de LDH.-
Una dimension adicional de la expresi<5n de la 
actividad enzimâtica es la de la mediaci<5n hormonal.
La amplitud de las influencias de las hormonas en la 
regulac±6n del métabolisme estd bien definida? aun—  
que los mecanismos de acciiSn no estén ailn totalmente 
explicados•
Se ha mostrado que la inyeccidn de estradiol 
en ratas hembra inmaduras produce un aumento en el — 
contenido de enzima tipo M en el iltero (Dawson et al, 
1964; Goodfriend y Kaplan, 1964), Por otro lado, se 
ha demostrado que los modelos de LDH en los tejidos 
y fluidos reproductores de cônej os adultes se ven —  
muy afectados por distintos tratarnientos hormonales 
(Georgiev et al. 1970; Patterson y Masters, 1972), - 
de forma que el tratamiento con progesterona, testo^ 
terona y estradiol induce un marcado aumento en la — 
actividad especffica de LDH de las secreciones del o_ 
viducto, carnbiando su modèle de isoenzimas de un ti­
po intermedio a otro con un ligero aumento en las -— 
subunidades M. Ademâs, se ha observado que la insuli^ 
na provoca en el higado de conejo un aumento de las 
subunidades M, mientras que se ve el efecto contra—- 
rio en el tejido adiposo; el efecto de la prenez so­
bre estas isoenzimas es similar al que provoca la in 
sulina (Acebal et al. 1974).
En anfibios urodelos se ha observado que la -
tiroxina provoca la aparicidn de LDH^ en los hema---
ties y de LDH^ y LDH^ en el plasma en larvas metamor 
foseadas de Arnbystoina mexicanum a los 4 meses de e-— 
dad por influencia de esta hormona, cuando estes cam 
bios suceden en las larvas sin matamorfosear a la e— 
dad de 7 meses, correspondiendo a los modelos de iso^ 
enzimas del animal adulto (Ouedraogo y Chalumeau-Le 
Foulgoc, 1973). Estotraduce la influencia de esta —  
hormona sobre las formas multimoleculares de la LDH,
-7•-Microlocalizacidn de las isoenzimas de LDH,-
Aunque la LDH es una enzima localizada en la
fracci(5n soluble de las c^lulas, las caracteristicas 
de carga de sus isoenzimas influyen indudablemente - 
en la localizacion celular in vivo, Parece inevita-- 
ble que las molëculas proteicas de una célula ocupen 
posiciones que reflejen en parte una interaccidn com 
plementaria con otros elementos cargados (Masters y 
Holmes, 1!
—A ,—LDH 2 ,—
Se ban aportado evidencias de una localiza— — 
ci6n preferente de la LDH ^  en la mitocondria (Agos­
tini et a l . 1966), y , aunque esta posicidn tuviera - 
un sentido fisioldgico debido a las caracteristicas 
cinéticas particulares de esta isoenzima, la reali—  
dad de esta asociacidn con el org&nulo no esté, aiîn - 
muy clara y parece ser un artefacto (Masters y Hoi—  
m e s , 1975)•
—B ,—LDH ^ * —
Por otro lado, se ha encontrado que la LDH 
se une con facilidad a la materia particulada del —  
milsculo esquelético, mientras que la LDH ^  lo hace 
con dificultad en una gran variedad de condiciones - 
(Ehman y Hultin, 1 9 7 3 ) .  Ademâs, se ha observado m^s 
de un 7396 de inhibicidn por el piruvato en la enzima 
soluble, con concentraciones altas de substrate, 
mientras que no hay inhibicidn detectable en la enz 
ma unida; tambi^n se élimina casi totalmente la inh^ 
bicidn por NAD^ en la enzima unida. Este comporta--- 
miento parece estar de acuerdo con la sugerencia se- 
gun la cual, para que se forme el complejo ternario 
que provoca la inhibicidn de la LDH, tiene que haber 
una disociaci<5n previa de las subunidades (Griffin y 
Griddle, 1970); arguy^ndose tambi^n que la asocia-—  
ci6n con las particules puede preserver la integridad 
del tetrAmero de la enzima, previniendo, asi, la for 
maci(5n del complejo ternario inactivo. Sobre el posd^ 
ble papel fisioldgico de este comportamiento de la —
LDH ^ ya se ha hablado aiiteriormente.
-8.-Cambios en las isoenzimas de LDH relacionados 
con procesos patol6gicos.- 
-A.-Cambios en los tejidos.- 
-a.-Tumores.-
Se ha demostrado un cambio de L D H a  LDH-^ 
en un gran numéro de tipos de tumores (Goldman et al, 
1964), En muchos cases, se puede detectar un increi*- 
monto absolute de subunidades M. Estes cambios se —  
han justificado en funciôn de la teoria "aerobio-ana 
erobio", basândose en que los tumores de crecimiento 
rapide parecen tener un métabolisme glucolitico anae^ 
robio. Tarnbién se ha aceptado que las cdlulas cance- 
rosas son no espe cializadas o indif erenciadas, lo 
que hace que este cambio sea considerado como una re^  
gresidn a un modelo de isoenzimas "embrionario" o -- 
"fetal (Schweitzer et al, 1973). Por otro lado, par^ 
ce ser que la presencia de grandes cantidades de LDH^ 
estA rolacionada con el estado indiferenciado de las 
células, y, por lo tanto, con la permanencia de la - 
capacidad mitdtica (Gonzalez de Buitrago, 1976),
-b.-Alteraciones rniogenas,-
Durante el desarrollo normal, la LDH del mds- 
culo pectoral de polio muestra una transicidn de —  
LDHj a LDH ^ . Este cambio secuencial normal no o—
curre en el mdsculo distrdfico, El modelo se aproxi- 
ma, asi, al tipo "fetal" (Dawson y Kaplan, I963) . Se 
ha sugerido que el cambio de modelo es el resultado 
de un fallo de 1 tejido daiiado en la sintesis de sufi 
ciente ndmero de subunidades M, de una degradacidn a 
celerada de este tipo de isoenzima en el tejido o de 
la pJrdida preferente de esta del tejido. No se ha - 
podido demostrar una correlacidn entre los cambios - 
isoenzimâticos y el estado clinico de muchas disfun— 
clones musculares (Kowalewsky y Rotthauwe, 1972), —
quizd porque la situacidn se complique por la près en
cia de rnacr<5fagos y fibroblastos en los tejidos en-- 
fermos, puesto que estas células podrian tender a —  
cambiar el modelo en direccidn "fetal".
-B.-Cambios en el suero*—
El andlisis de las isoenzimas de LDH en suero 
se ha vuelto un mdtodo normal en la diagnosis de va ­
rias enfermedades, Generalrnente, la lesidn de un te— 
jido va asociada con la liberacidn de sus LDH al sue-? 
r o , y puesto que la actividad LDH es varias veces ma 
yor en casi todos los tejidos de mamiferos que en el 
suero, la lesidn de una pequena porcidn de tejido se 
reflejard en grandes elevaciones en la actividad LDH 
del suero, refiejando el modelo de isoenzimas de es­
te el del tejido dahado (Vesell, 1975)*
-a.-Aumento de la actividad LDH  ^ .-
Cuando se produce una lesidn en mdsculo car«^ 
diaco como resultado de la oclusidn de una arteria - 
coronaria, la liberacidn de LDH ^ , isoenzima prédo­
minante en el corazdn, se refleja en una elevacidn — 
diferencial de esta isoenzima en el suero; si el md^ 
culo dahado sana, la LDH ^ del suero vuelve a sus 
niveles normales. La persistencia de un modelo de i— 
soenzimas con una L D H ^  anormalmente alta, puede —  
ser un signo de residues de la lesidn cardiaca (Ve—  
sell, 1975).
En enfermedades hematoldgicas, taies como la 
anemia perniciosa y varias anemias hemoliticas, la - 
rotura de los eritrocitos provoca un aumento de LDH^ 
y LDH^ en el modelo del suero, debido a q u e ,son las 
isoenzimas prédominantes en estas células (Starkwea­
ther et al. 1965). Tambidn, las lesiones renales pro^ 
ducidas por la administracidn de cloruro de mercurio
produce una elevacidn de LDH^ y  LDH^ en el suero ---
(Cornish et al. 1970)•
-b.-Aumento de la actividad LDH ^  •-
En ciertas enfermedades del hfgado, como la - 
hepatitis y la toxicidad por tetracloruro de carbone, 
en las que hay lesiones grandes en las células hepd- 
ticas, la liberacién de la isoenzima prédominante en 
este tejido, LDH ^ , se refleja répidamente en un au
rnento de esta isoenzima en el suero (Wieme y Van — — 
Maercke, I 961). La elevacién de esta isoenzima en el 
suero no es solo indicative de una lesién hepética, 
puesto que las enfermedades del musculo esquelético, 
como la dermatorniositis, y los procesos tumorales, - 
producen elevaciones de LDH^ y LDH^ en el suero. Sin 
embargo, en la distrofia muscular de Duchenne, la -- 
LDH total del suero se eleva, pero la distribucién - 
de esta actividad entre las cinco isoenzimas permane^ 
ce normal (Dreyfus et al. 1962).
El cAncor hum an o , a lo largo de su desarrollo, 
es raro que se confine en un solo érgano; asi, se —  
producen metéstasis en otros tejidos e incluso infejc 
ciones, infartos, anoxia y ayuno, los cuales pueden 
producir alteraciones aberrantes en el modelo de LDH 
del suero durante el desarrollo del câncer, que no - 
reflejen un aumento en la LDH ^  . En ciertos tumores,
este modelo de isoenzimas puede ser normal o mostrar 
isoenzimas adicionales (Starkweather y Schoch, 1962).
-9•-Variaciones de la LDH debidas a cambios en la 
temperature ambiente.-
La influencia de los cambios en la temperatu­
re ambiente, sobre todo los descensos, sobre las ac— 
tividades LDH ha sido ampliamente estudiada tanto en 
homeotermos como en poiquilotermos.
-A.-Homeotermos.-
En muchos mamiferos, el descenso de la tempe­
rature provoca la hibernacién, Asi, se han descrito 
aumentos.en el porcentaje de las subunidades M en el
corazén y el cerebro, pero no en el hlgado, de erizo 
con la hibernacién (Olsson, 1975)• También se ha ob­
servado una produccién aumentada de la isoenzima LDH 
5 en murciélagos con el torpor, posiblemente en fun 
cién de un predominio del métabolisme anaerobio, ya 
que este efecto tarnbién se ha encontrado en condicio^ 
nés de tensién de oxlgeno baja (PlochachJka, 19&5; Lin 
dy y Rajasalmi, I966;,Brush, 1968) .
Se ha demostrado un descenso de la tasa LDH- 
H/LDH-M en ardillas durante la hibernacién, observén 
dose un aumento de 1 porcentaje de subunidades M en - 
el higado, cerebro y corazén, siendo significativo - 
solo en este dltimo tejido (Burlington y Sampson, —  
1968), Si se miden a 329C, la actividad total y la - 
actividad de las subunidades M aumentan marcadamente 
en el hlgado, corazén y cerebro de los animales en - 
hibornacién, mientras que si se miden a 15-C, no se 
observan diferencias aparentes en el cerebro y en el 
corazén, aunque en este dltimo se siga detectando un 
aumento en la actividad M, pero si en el higado. Es­
tes cambios se han explicado, en principio, por la — 
disminucién del oxigeno disponible en los tejidos y/ 
o células de los animales en liibernacién, los cuales 
presentan un aumento en el métabolisme anaerobio del 
mdsculo cardiaco, pero no en el del higado, en cuyo 
caso se interpréta como un aumento en la utilizacién 
de lactato para la gluconeogénesi s • El aumento de ac_ 
tividad total se relaciona con cambios conformaciona 
les de la enzima como resultado de las fluetuaciones 
en los niveles de efectores (activadores e inhibido- 
res) durante el ciclo de la hibernacién, ya que se — 
ha demostrado que en este periodo, la baja temperatu
ra déprimé la sintesis de proteinas.
Asi que, en homeotermos, la hibernacién pane 
ce provocar un aumento en la actividad L D H ^  , depen
diente posiblemente de la disminucién de la tensién
de oxigeno.
- B .-Poiquilotermos.-
En el caso de los poiquilotermos, ya se han 
descrito anteriormente multitud de cambios metabéli- 
cos relacionados con los descensos de la temperatura 
ambiente. No obstante se van a esquematizar los rela 
tivos a la LDH.
-a.-Actividad especifica.-
Se han descrito diverses tipos de cambios a- 
sociados a la aclimatacién de poiquilotermos, en su 
mayoria p eces, al frio, de forma que se han podido - 
detectar: l) aumentos, 2) mantenimiento y 3) descen­
sos de la actividad especifica.
1) Aumento: Se han descrito valores de la ra 
zén de actividad especifica frio/calor de LDH (Hazel 
y Prosser, 1974) de 1,37 en el musculo de ciprino -- 
(Lehmann, 1970) aclimatado a 3 Y 15-C; de 1,75 en el 
mdsculo de1 pez Idus idus aclimatado a 7 Y 215C (Kün 
nemann, 1970) y de 1,33 en musculo, higado, branquias 
e intestino de este rnismo pez aclimatado a 0,5 Y 37 - 
C (Lehmann, 1970b), lo cual es indicative de compen­
sation parcial.
2) Mantenimiento: Mo se han observado cambios 
en la actividad especifica de LDH del musculo de ci­
prino aclimatado a 5» 15 Y 25-0, aunque la media de 
los animales aclimatados a 5-C es mener que la de -■?• 
los de 25-C ( Wilson et al. 1975), con lo que posible^ 
mente no haya compensacién. En el mdsculo, higado, — 
corazén y ojo de1 pez sol verde (Lepomis cyanellus), 
aclimatado a 5 Y 25-C, tampoco se encuentran varia—  
ciones significatives (Shaklee et al. 1977)*
3 ) Descenso: Por otro lado, no se ha observa 
do compensacién en la LDH muscular del pez Rhodeus a
marus aclimatado a 10 y 205C, con una raz6n frio/ca­
lor- de 0,98 (Braun et a l • 1970);se ha observado un — 
descenso en la actividad con la aclimatacién al frio, 
esto es, compensacién inversa, en la LDH muscular de 
L . cyanellus aclimatado a 5 Y 2320 (Wilson, 1973), - 
con una razén frio/calor de 0,62, seguramente confir 
mado por una disminucién en la actividad de esta en­
zima paralela a la de la temperatura en el mismo te­
jido del mismo pez (Wilson et al, 1975) aclimatado a 
5, 15 Y 232c, Por otro lado, se ha observado también 
compensacién inversa, con una razén frio/calor de — 
0 ,70, en la LDH muscular del ciprino aclimatado a 3 
y 232c (Wilson, 1973). También se ha observado un - 
descenso significative en la actividad especifica de 
cerebro de 1^ , cyanellus (Shaklee et al. 1977).
Las diferencias observadas en la respuesta a 
la aclimatacién de la actividad especifica de LDH po^  
dria deberse a que esta respuesta sea especifica de 
tejido (shaklee et al. 1977) y a que el periodo de a 
cliniatacién varie de una experiencia a otra y, en al^  
gén caso, esta no sea compléta.
-b.-Distribucién de isoenzimas.-
En pocos casos esté completamente claro que 
las temperatures ambientales bajas induzcan la sinte^ 
sis de isoenzimas de LDH que no estuvieran présentes 
en el estado de aclimatacién al calor, o présentes — 
en pequehas cantidades. Asi, en el pez Idus idus a—  
climatado a 10 y 205C se ha encontrado induccién 
de n u e v  as isoenzimas solo en el higado (Künn^ 
mann, 1973).
Més abundantes son los casos en los que se - 
observan variaciones en la distribucién de isoenzi-— 
mas, encontréndose resultados diverses que se pueden 
agrupar en; 1) aumento del contenido de subunidades 
H, relacionado con la mayor tensién de oxigeno del —
medio a baja temperatura, en el caso de los poiquilo^ 
ternios acuéticos; 2) mantenimiento cuantitativo o/y 
cualitativo del modelo de isoenzimas; 3) aumento del 
contenido de subunidades M, relacionado con una mayor 
eficacia cinética de las isoenzimas que tienen una - 
proporcién mds alta de esta subunidad frente a la ba 
j a temperatura.
1) Aumento del contenido de subunidades H:
La mayoria de estas observaciones se refieren a pe-- 
ces. Asi, se ha apreciado una desaparicidn de las i— 
soenzimas anddicas del higado de ciprino al transfe- 
rirle de 4-5 a 20-22?C, atribuible a una accidn di—  
recta de la temperatura ambiental elevada sobre la - 
configuracidn de la proteina enzimdtica (llochachlca, 
1965; 1966; 1967)* Estas isoenzimas vuelven a apare-
cer cuando el proceso de aclimatacién se compléta - 
(Tsukuda y Oshawa, 1974).
2) Mantenimiento del modelo de isoenzimas;
En este apartado también se pueden agrupar varias ex 
periencias realizadas en peces. Asi, no se han obser 
vado diferencias cualitativas notables en el modelo 
de isoenzimas de musculo y corazén de Gillichthys mi. 
rabi.lis aclimatado a 8 frente a los aclimatados a 
282c, pero si en el higado (Somero, 1973). En los te^  
jidos de ciprino aclimatado durante cuatro semanas a 
5, 15 y 252c no se detectan cambios cualitativos ni 
cuantitativos (Wilson et al, 1973;1975), puntualizan 
do que los cambios observados en otras experiencias 
con este mismo pez se deben a su polimorfismo genêti^ 
co. Tampoco se han encontrado variaciones en el mod^ 
lo de isoenzimas de diverses tejidos de Lepomis cya­
nellus aclimatado durante 4 s émanas a 5, 15 Y 252c — 
(Wilson et al. 1975) y a 5 y 252c solo (Shaklee et % 
al, 1977). Mo se encuentran grandes variaciones en - 
el complejo de 11 isoenzimas del higado del pez Semo^ 
tilus antromaculatus causadas por la aclimatacién a
3 9C durante mds de dos semanas, aunque si se encuen­
tran debidas a la combinacidn de cambios en la temp^ 
ratura y el fotoperiodo; desaparicidn de la isoenzia 
ma 1 0  en la adaptacidn a 3 - 0  y l6h luz (L)-8h obscu— 
ridad (o) y la inversidn en la intensidad de las i—  
soenzimas 10 y 11 (las mds catddicas) en los peces de 
3 90 y 8h L-l6h 0, Los resultados sugieren que la in- 
duccidn de isoenzimas, como mecanismo molecular de - 
compensacién térmica, puede estar limitada a enzimas 
especificas de tejidos especificos, como el higado, 
y que el fotoperiodo realiza un cierto papel en la — 
compensacién tdrmica a nivel molecular (Kent y Hart, 
1976).
Se ha observado también en mdsculo esquelét^ 
co de otro pez, Fundulus heteroclitus, que no hay va 
riaciones en el modelo de isoenzimas con la aclimata 
cién a 4ôC durante 8 s émanas, mientras que a 20 y 30 
90 si se produce un aumento en las isoenzimas LDH^ y 
L D H ^ , a consecuencia posiblemente de un aumento en — 
la glucolisis muscular (anaerobia) (Bolaffi y B o o k e , 
1974).
No se han apieciado variaciones en los mode-— 
los de isoenzimas de musculo y corazén de Rana pi— — 
piens aclimatada durante 4 semanas a 4 y 25-28 90, —  
aunque se cncuentra un descenso en la Km para el p i ­
ruvato en la LDH ^ muscular y un aumento de la inh^ 
bicién por piruvato (Enig et al, 1976), Tampoco se - 
ven cambios en el mdsculo cardiaco de tortuga (Beall 
y Privitera, 197l) con la exposicién prplongada al - 
frio .
3) Aumento del contenido de subunidades M:
Se ha demostrado, también, en higado de ciprino acli 
matado a 18 y 2890 durante dos meses, periodo des-—  
pués del cual se considéra que el proceso de aclima— 
tacién es complete, un aumento significative de la —
actividad relative de LDH_ y LDH^ en la aclimatacién 
a 189C, siendo mayor este aumento si la actividad de 
este grupo de animales se mide a 189C frente a la -- 
del grupo de 289C medida a 38 9C (Tsukuda, 1973), pen 
sdndose que, a baja temperatura, las condiciones son 
més favorables para el funcionamiento de LDH^ y LDH^ 
Las diferencias observadas frente a otras experien—  
cias en higado de ciprino posiblemente se deban a -- 
los distintos tiempos de aclimatacién*
Por otro lado, se ha encontrado en higado de 
Xenopus laevis una disminucién significative en la - 
razén de las dos isoenzimas més anédicas a la més ca 
tédica en animales aclimatados a 14,3-15^0 durante - 
un mes frente a los aclimatados durante 24 dias a - 
24,3-23,5 20, después de un pei’iodo de 3 semanas a 19 
90. Se observaron cambios similares en cultives ija - 
vitro de células de origen hepético y renal de esta 
especie, con un descenso de un 60/6 en las isoenzimas 
anédicas en el primer caso, y un descenso de un 50^ 
èn el segundo, cuando se exponen los cultives a 8 9C 
frente a otros expuestos a 2490 (Tsugawa, 1976), apa 
reciendo en la aclimatacién al frio de los cultives 
una fuertc isoenzima anédica ( )  , posiblemente d^ 
bido a la influencia de la mayor tensién de oxigeno. 
Se concluye que el cambio debido a la aclirnatacié al 
frio, no ha de ser una niera expresién de la presién 
parcial de oxigeno.
-OBJETIVOS
La bibliografla de que se dispone hasta el 
momento actual acerca de la influencia de la tempera 
tura sobre los animales poiquilotermos, tanto a n i ­
vel global como a nivel molecular, esté centrada so­
bre todo en los vertebrados acuéticos, como los pe— r 
ces. Asi, la adaptacidn a la temperatura produce, en 
términos generates, una serie de alteraciones a to­
dos los niveles, con un efecto compensador en la mayjo 
ria de los casos. A nivel del sistema lactato deshi-
drogenasa, enzima clave en la glucolisis, los resul­
tados de la cuantificacién de los cambios en la par- 
ticipacién de cada una de las isoenzimas en el proc^ 
so de adaptacidn, resultan confusos.
Puesto que los anfibios anuros constituyen 
un grupo bioldgico que en su ontogenia presentan una 
vida acuética y en estado adulto, en la mayoria de 
los casos, una vida adaptada a las condiciones te—-— 
rrestres, nos ha parecido de extraordinario interds 
es tudiar;
19.- Efecto del frio (8±29c) tanto en las - 
larvas al estado 33 del desarrollo como en los anima 
les adultos de Discoglossus pic tus pictus variedad a 
manchas, especie tipicamente rnediterranea, sobre la 
frecuencia cardiaca.
29.- Variaciones en el consume de oxigeno en 
larvas (estado 33 del desarrollo) de Dis coglossus 
pictus pictus mantenidas a temperatura ambiente (l8t 
dr29C) y en animales adaptados a baja temperatura ( 8± 
i29c), midiendo el consume a 10, 20 y 2320,
3 2 .- Las variaciones en la actividad especi— 
fica de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en
los tejidos de animales adultos y en las larvas com­
plétas (estado 33 del desarrollo) de Dis coglossus pic 
tus pictus adaptados a diferentes temperatures.
4 9.- Separar, rnediante técnicas elec trof ordt _i 
cas, y cuantificar (en ^) las isoenzimas de LDH en 
los tejidos de animales adultos y en las larvas com­
plétas (estado 33 del desarrollo) de D^ pictus pictus. 
Estudiar los posibles cambios en las actividades re— 
lativas de las isoenzimas en la adaptacidn a varias 
temperaturas.
32.- Aportar algunos datos sobre las propie- 
dades cindticas de las isoenzimas de LDH de Discoglo 
s sus pictus pictus.
69,-. Habiendose observado en nuestro labora— 
torio variaciones en la velocidad electrofordtica de 
las isoenzimas de LDH de Dis coglossus pictus pictus. 
estudiar la presencia de posibles variantes de la sub 




- 1 .-Producto s .-
Aceite de columnas de CANALCO.
Acido acdtico de PROBUS.
Acido clorhfdrico de MERCK.
Acrilamida de CANALCO.
Albdmina humana de laboratories RUBBER. 
Bisacrilamida (N,N'-metilendiacrilamida) de CA­
NALCO.
Carbonate sddico de MERCK.
Dinucledtido de adenina y nicotinamida, forma oxj. 
dada (NAD+), écido libre, de MERCK.
Ç-Dinucledtido de adenina y nicotinamida, forma 
reducida (NADH-f-H^), s al disédica, grade II, de BOEH- 
RINGER.
Fosfato bipotésico de PROBUS.
Fosfato monopotésico de PROBUS.
Hidréxido potésico de MERCK.
Hidréxido sédico de MERCK.
Glicocola de CANALCO.
Gonadotropina coriénica humana (GCH), Pregnyl, de 
ORGANON.
D,L-lactato sddico, grade D L - V , de SIGMA, 
Metosulfato de fenazina (PMS) de SIGMA,
Nitroazul de tetrazolio (NBT) de SERVA.
Persulfate arnénico de SERVA,
Piruvato sédico, tipo II, de SIGMA,
Reactive de Folin-Ciocalteau de PANREAC,
Sulfate de cobre de PROBUS,
Tartrato s<5dico-potésico de PROBUS.
TEMED (N,N,N',N'— tetrametil etilendiamina) de CA 
NALCO.




Colorirnetro Spectronic de BATIS CH & LOMB,
Cubetas de Electroforesis de Disco de SHANDON.
Densitémetro CHROj-.OSCAN de JOYCE-LOEBL.
Dinégrafo-Poligrafo RM de BECKMAN.
Espectrofotémetro BECKMAN DB-G, con inscriptor 
VOM 5E de BAUSCH & LOMB.
Fnente de Alimentacién para Electroforesis VoKam 
SAE 2761 de SHANDON.
RespiréniGtro Barcroft-¥arburg de B.BRAUN MELSUN—
GEN.
- 3 .-Animales de experimentacién.-
Las experiencias se han realizado en Disco— 
glos sus pictus pictus Otth. (sapillo pintojo), va-- 
riedad a manchas, capturando los animales adultos — 
en Madrid, en la zona denorninada "Huerta del Obispo'.’ 
El género Dis coglossus, encuadrado en la clase Anu— 
ros, orden Euanuros y suborden Opistocelos, perten^ 
ce a ] a f am ilia de los Dis coglés idos. Es de distrirs 
bucién circunnied iterranea muy irregular y esté re—  
presentado en toda el érea por; TT. pictus pictus , — 
propia de la Peninsula Ibérica (muy abundante en los 
Pirineos Centrales), encontréndose también en Fran­
cia sudoccidental, Marruecos, Argelia, Tunez, Sici­
lia y Malta, presentando dos variedades; una a mem- 
chas y otra a bandas, siendo la primera un fenotipo 
de caractères dobles recesivos y las més abundante; 
I). pictus sardus, propia de Cércega, Cerdeha, islas 
Hydres y Montecristo; y JT. nigriventer, oriundo de 
Palestine (Salvat, I968),
-A.-Animales adultos.-
Con una longitud méxima de 8 cm, los Disco­
glossus carecen de gléndulas parétidas, presentan 
disposicién arclfera en su cintura pectoral, la pu— 
pila es un triéngulo esférico con un vértice hacia 
abajo, poseyondo dientes vomerianos y lengua en for 
me de disco. Los machos tienen un uréter secundario^
indopondionte del canal de Wolf, qiie es pdramente u 
rinario y substituye parcialrnente a dicho canal ( - 
Grassé y Devillers, I963). Son especies tipicamente
acuéticas, aunque _D. pictus pictus, segdn se ha po­
dido observer, parece semiacuética y no se aleja mu 
cho de las zonas con agua en las que vive (Grassé y 
Devillers, 1965); frecuentan de modo preferente los 
estanques, fangales, pantanos y pozos incluso salo- 
b r e s , arroyos, manantiales, etc. Pasan la mayor par 
te del dla en el agua, de la que lînicamente salen - 
los dfas Iluviosos, obscuros y sin viento y por po- 
co tiempo. Cuando la temperatura desciende por deba 
j o de los 92c, se esconden en agujeros excavados ba 
j o las piedras, en las orillas de los cursos de 
gua o en las hendiduras de las rocas, donde pasan - 
el estlo o invernan juntos varies individuos (Sal—  
vat, 1968), Se ha podido observar en D. pictus pic— 
tus que no sufren invornacién en sentido estricto, 
puesto que durante el invierno se han Bncohtrado —- 
restes de comida en el estémago con cierta frecuen­
cia; al go similar se ha observado durante la estiva 
cién, aunque la frecuencia de alimentacién parece - 
mayor.
Se nutren de Culicidos, Dipteros, Coleépte- 
r o s , Lepidépteros y son, a su vez, depredados por - 
Mamfferos, Aves y Ofidios (Matrix y Coluber) . Sus - 
principales parésitos son K ematotaen i a dn spar (ces- 
todo), Distomum ranae (tremétodo), Echinorhynchus - 
r an a e (àcantocéfalo) y Cosmocerca ornata (nemétodo).
Viven desde el nivel del mar hasta les 2.250 
m de altura. La hembra es més pequena que el macho, 
del cual se distingue por tener los antebrazos me-- 
nos robustos y por la ausencia de los grupos de pe­
quehas excrecencias de color negro que llevan los - 
machos sobre el tubercule palmar interne, sobre los 
dos primeros dedos de la. mano y sobre la barbilla.
Vivon,en estado libre, unos 15 ahos, Cromosomas; 2ti= 
28; 20 m e tacéntricos y 8 acrocéntricos, en D* pictus
pictus•
D, pictus pictus responde a la hormona, q o  
nadotropa coridnica humana (GCH) con maduracién 
y puesta de huevos, asf como con maduracidn y libe- 
racién de espermatozoides,
-a.-Eleccién y tratamiento de los animales adultos.-
Con el fin de reducir las variaciones debi­
das al tipo de variedad y al sexo, el grupo de expe
rimentos con animales adultos se realizé con hem---
bras de D. pictus pictus variedad a manchas, puesto 
que, ademés, esta variedad es la més abundante. Los 
pesos de loô animales escogidos oscilaron alrededor 
de los 7 g, por considerarse este peso el del ani—  
mal adulto de edad media.
- i .-Influencia expérimental del frio (8±29C), ayuno 
y fotopernodo rninimo.-
Se capturaron 18 hembras a. finales del mes 
de octubre. De estas , 8 se sacrificoron inmediata-
mente rnediante desmedulacién y se extrajoron el 16- 
bulo central de higado y el corazén y el cerebro en 
teros, procpsandose segun se veré més adelante. Las 
10 hembras restantes se introdujeron en cémara fria, 
en unas cajas de pléstico con la tapa perforada pa­
ra el intercambio gaseoso, de unos 2 0 x 12 cm de base 
aproxima.damente, en la que se ponian unos 250 ml de 
agua; cada una de estas cajas contenia a 5 hembras. 
La cémara fria se régulé para que el agua de las ca 
j as de pléstico tuviera 8±29C. Al cabo de los 5 me­
ses, en el mes de abril, se sacrificaron estes ani­
males por desmedulacién y se extrajeron los tejidos 
como en el grupo anterior. Al grupo del mes de octu 
bre se le denominé ’Control" y al adaptado a 8129C, 
ayuno y obscuridad "Frio",
-ii.-Variaciones inducidas por la estacién.-
Para comprobar la semejanza de los efectos 
del frio, ayuno y obscuridad con los producidos por 
la influencia del periodo invernal, en el que el a— 
yuno y la obscuridad no son totales, se hicieron -- 
capturas en dos périodes del aho;
-Tnvierno; Se capturaron hembras a mediados del mes 
de enero, tiempo en el que las temperaturas bajan - 
en ocasiones de los 09C durante la noche. Se sacri­
ficaron inmediatamente y el proceso seguido fué si­
milar al descrito para los animales anteriores, A - 
este grupo de animales se les denominé "Tnvierno", 
-Verano; Se capturaron hembras a principios del mes 
de julio, época en la que las temperaturas superan 
los 309C durante el dia. Se sacrificaron inmediata- 
merite y se procesaron de manera anéloga a los ante— 
riores•
-B.-Desarrollo.-
fin los Dis coglossus, el amplexo es lumbar y  
dura menos de 2 m i n . 21 apareamiento suele realizar 
se unas très veces al aho, pero si la temperatura y 
el grade de humedad del lugar lo permiten, puede -— 
realizarse incluso cada mes. El macho toma, al fi—  
nal del inviorno, sus caracteristicas de amplexo, — 
consistantes en la mayor nitidez de las excrecencias 
del tubérculo palmar interno, dos primeros dedos de 
la mano y de la barbilla. Toda la piel se queratini 
za fuerternente, volviendose rugosa y seca. Estas mjo 
dificaciones se producen después de una muda parti­
cular,calificada de sexual, Una nueva muda después 
de la reproduccién devuelve al tegumento a su esta­
do anterior (Crassé y Devillers, 1965)* Durante el 
amplexo, el macho emite una serie de chillidos que 
duran unos 20 seg. La hembra pone unos 300 huevos — 
en cada puesta. Es tos son completamente esféricos, 
con la excepcién de una hendidura situada en el po­
lo animal, que desaparece después de la fecundacién.
en la que se acuniulan los espormatozoldes durante es^  
ta; tienen un diémetro que no supera los 2 mm y una 
vez en contaeto con el agua, se hinchan con rapidez 
hasta alcanzar los 6 mm. Los huevos no se aglutinan 
entre si, emitiéndose a intervalos, generalmente en 
grupos de 20-50 y caen al fonde. Son pardobscuros o 
verdeobscuros, con el tercio o cuarto inferior bian­
co o gris.
Los renacuajos (larvas), de una longitud -- 
méxima de 35 m m , tienen el espiréculo equidistante - 
de los dos extremes del cuerpo. Al terminer la meta- 
morfosis, los jévenes miden 10 mm, alcanzan los 20 - 
mm a finales del primer aho, 30 mm al finalizar el - 
segundo y a finales del tercero miden ya 50-60 mm. - 
La madurez sexual esté sujeta a las condiciones cli- 
méticas y suele alcanzarse al final del tercer aho - 
de vida (Salvat, 1068). Durante el desarrollo embrijo 
nario, 11. pictus no responde a la hormona de creci—  
miento de los mamiferos (Alonso y Reyero, 1972).
- a .-Experimentos con el estado 33 del desarrollo.—
El estado 33 del desarrollo, segun la des-- 
cripcién de Manelli y Margaritora (1961) para Rana - 
es cul enta, se caracteriza en D. pictus pictus por t e^ 
ner una longitud media de 20 mm, el higado ya bien - 
diferenciado con la vesicula biliar, asi como el in­
testine, el cual ya es funcional (la alimentacién c^ 
mienza en el estado 30-3l). Las patas posteriores -— 
han iniciado ya su crecimiento y su taniaho es dos v^ 
ces més largo que ancho.
La eleccién del estado 33 para estas expe-- 
riencias se ha hecho en funcién de que en este esta­
do, la tasa metabélica activa es més alta que en nin 
gun otro del desarrollo y porque es un estado inicial 
de la premetarnorfosis , con la organogénesis avanzada, 
durante el cual no hay grandes cambios de desarrollo;
el animal se puede mantener durante dos meses en —  
frio sin que pase de estado, al menos morfo.l égicamen 
te. A d e m é s , la larva es lo suficientemente grande pa 
ra hacer un extracto de cada individuo, como se veré 
més adelante. Y, a diferencia del adulto y de esta—  
dos posteriores, es exclusivamente acuética.
Las larvas al estado 33 se obtuvieron a par 
tir de las puestas de huevos inducidas en el labora— 
torio. Esta induccién se realiza inyectando 200 o -- 
400 unidades, segén la época, de GCH, tanto a hembras 
como a machos adultos de jD. pictus pictus variedad a 
manchas, en el saco linfético dorsal. Una vez inyec- 
tados se separaron por parejas en cajas de pléstico, 
como las descritas en la adaptacién al frio de hern^~ 
bras adultas, con unos 300 ml de agua desclorada y a 
unos 2890. Si la inyeccién se ha realizado por la —  
tarde, la puesta de huevos se produce por la noche; 
Las fecundaciones se realizaron a partir de animales 
de la variedad a manchas para evitar la posible het^ 
rogeneidad ligada a este carécter. Se hace la sépara 
cién por parejas para poder controlar la homogenei—  
dad de las puestas con respocto a la LDH^, puesto -- 
que, como se veré més adelante, se ha observado la - 
presencia de très tipos de esta isoenzima referentes 
a la velocidad electroforética : uno 'lento", otro "in 
termedio" y otro "répido", al parecer de origen gené— 
tico, puesto que cada individuo muestra uno solo de 
es tos tipos,
Al dia siguiente de la puesta, se les cambia 
el agua desclorada a los embriones y se les deja de- 
sarrollar, en la mayoria de los casos, a temperatura 
ambiante (l8i2 9C del agua). Al cabo de unos 8 dias, 
alcanzan el estado 30-3 1 , en el cual dejan de depen— 
der de las réservas de vitelo y comienzan a corner, — 
para lo cual se les suministran espinacas hervidas.
-b,-Puestas obtenidas,-
Para los experimentos con el estado 33 del - 
desarrollo, se utillzaron très puestas;
La puesta n91 se obtuvo a finales del mes de 
enero, resultando hornogénea para el tipo de isoenzi— 
ma LDH^ "répida". Se mantuvo en temperatura ambiente, 
en las condiciones ya citadas, hasta el estado 33 , - 
en el que se colocaron en cémara fria para adaptar—  
los a 8i29C de temperatura del agua y obscuridad du­
rante 10, 30 y 60 dias, perxodos de tiempo durante 
los cuales no pasan de estado, al menos morfolégicamente, 
siendo alimentados con espinacas. Al final de cada - 
periodo de adaptacién se sacrifican y procesan como 
se expondré més adelante, refiriéndose a estes très 
grupos como "Frio 10 dias", "Frio 30 dias" y "Frio - 
60 dias".
La puesta n 9 2 se obtuvo a principios del mes 
de febrero, resultando también homogénea para el ti­
po de isoenzima LDH^ "répida". Se dejé desarrollar a 
temperatura ambiente, en las condiciones ya expues—  
tas, hasta el estado 33, tiempo que coincidié con el 
dia 10 de adaptacién al frio de la puesta n 9 l .  Puesto 
que ambas son homogéneas para el tipo de LDH^, se u- 
tilizaron los animales de la puesta n 9 2 como •Contrô­
les" de la puesta n 9 l .  Se miden las actividades de 
LDH de los animales adaptados durante 10 dias al 
frio en el mismo dia y en el mismo experimento que 
los contrôles.
La puesta n93 se obtuvo para comprobar que — 
los efectos observados en las dos anteriores no se — 
debian a diferencias en la LDH entre ellas. Puesto — 
que la n 93 es heterogénea para el tipo de LDH^, en—  
contréndose animales con isoenzima "répida", otros - 
con isoenzima "lenta" y otros, la mayoria, con isoen 
zima "intermedia". Se observé si el efecto de la adap-
tacién al frio sobro las subunidades M no depende del 
tipo de LDTT^, utilizandose para los experimentos con 
la puesta n 93 solo los animales de LDII^ "intermedia".
Al cabo de un dia de desarrollo, la puesta - 
n93 alcanzé el estado de néurula, siendo la tempera­
tura del agua del orden de 20±29C; entonces se extra 
j o un grupo al azar de embriones y se transladaron a 
la cémara fria (8±29C en el agua y obscuridad), dej an 
do que continue el desarrollo hasta el estado 33, co 
sa que ocurre a los 90 dias, denominando a este gru­
po "Frio-néurula" o "Grupo 3"• Este grupo se utiliza 
con objeto de observar el efecto del frio a largo -- 
plazo, Cuando el contingente de animales de desarro­
llo a temperatura ambiente alcanza el estado de bo—- 
tén caudal, cosa que ocurre al dia siguiente de alcan 
zar el estado de néurula, se extrajo otro grupo de a 
nimales al azar, transladandolos a una estufa régula 
d a de manera que la temperatura del agua fuera 29^29 
C y hubiera obscuridad; al cabo de 11 dias alcanza—  
ron el estado 33, denominando a este grupo "Calor", 
Este grupo de calor se utilizé con objeto de obser-- 
var si el efecto de la temperatura elevada era opues 
to al del frio. El resto del contingente se mantuvo 
a temperatura ambiente, en la que, al cabo de 13 —
dias, 15 desde la puesta, llegaron al estado 33, se- 
parando otro grupo de aniarnles que fué aacrificado, 
al que se denominé "Control" o "Grupo 1". El grupo — 
restante se transladé a la cémara fria, de donde se 
extrajeron a los 20 dias de adaptacién a 8±29C y fo- 
toperiodo minimo, para procesarlos, denominandoles - 
"Frio 20 dias" o "Grupo 2", En todos los casos, una 
vez terminado el periodo de adaptacién experimental, 
se somote a las ]arvas en el estado 33 a los proce-- 
sos pertinentes que se detallan més adelante,
-II.-METODOS DE OBSERVACION.- 
-1.-Frecuencia cardiaca.-
- A ,-Animales adultos.-
Se midi6 la frecuencia cardiaca de animales 
macho y hembra adultos de temperatura ambiente y adap, 
tados al frio durante dos me s e s . No se esperé a los 
5 meses puesto que algunos autores (Harri, 1974) han 
observado que, en la aclimatacién de otros anfibios 
anuros al frio, la frecuencia cardiaca cae a unos va 
lores minimes en los cuatro primeros dias de la acld^ 
matacién, no variando en el curso de las siguientes 
18 semanas de aclimatacién al frio.
Para la obtencién de la frecuencia cardiaca 
se desarrollé el electrocardiograma (ECG) rnediante el 
dinégrafo-poligrafo, Para ello se anestesia al ani—  
mal con éter y se le aplican los eloctrodos por pun- 
cién en las extremidades posteriores y en la unién — 
de la cintura pectoral con las extremidades anterio- 
res. Se realizan los registros, utilizandose las de- 
rivaciones necesarias para la visualizacién correcta 
del ciclo del latido cardiaco, y a partir de estes -s- 
registros se calcula el niîmoro de latidos por minute,
-B.-Estado 33 del desarrollo•-
Utilizando animales de los grupos 1, 2 y 3 de
la puesta n93, se midié la frecuencia cardiaca de —
las larvas al estado 33. Para ello se observé el nd- 
mero de latidos por minute, rnediante una lupa, en —  
larvas intactas anestesiadas con éter,
-2,-Consume de oxigeno en el estado 33 del desarrollo,
Para el estudio del consume de oxigeno de —
las larvas de pictus pictus en el estado 33 del —
desarrollo, se utiliza el método del respirémetro de 
Barcroft-¥arburg. Este respirémetro cons ta de un ma- 
németro en forma de U con liquide de Brodie, con una 
rama abierta y otra cerrada que va unida a un matra- 
ci to de unos 12 rnl de volumen; este matracito tiene 
un pocillo central donde se ponen 0,2 ml de KOH al -
2CTo en a^ua destilada, agre^&ndose despu^s im cuadra 
do de papel de filtre de 1 x 2 cm dispiiesto en acor—  
de6n para aumentar la superficie del dlcali en con—  
tacto con el aire que hay dentro del niatracito, y a— 
si ase^urar una captacidn complota del CO^* Sn el —  
reste de la base del matracito se ponen 4 ml de agua 
desclorada en la que se ahaden dos larvas. Aseguran- 
dose del aislamiento complete del aire de la rama ce 
rrada y del matracito con respecte d e1 aire atmosfé- 
ricO; se mide la diferencia de presidn entre la rama 
cerrada y la abierta, ajustando aquella a la presidn 
inicial (punto do reforencia), estes es, la que se - 
ténia antes de cerrar la rama. Se corrigen estes va- 
lores con les obtenidos de un termobar6metro que se 
utiliza para detoctar les cambios de presidn no debi. 
dos al consume de oxigeno de les animales.
Para transformer las lectures corregidas del 
cambio de presidn en les pl de 0^ consumidos per les 
animales, se necesita calculer las constantes (k) de 
cada matracito, le cual se hizo mediante la fdrmula;
Vg t V f  . oC 
k   i------------
Po
donde Vg es el volumen de la fase gaseosa en e 1 ma-— 
tracito y en la rama cerrada del manômotro, 
hasta el punto de r e f e r e n d a .
Vf es el vo lumen de liquide en el matracito, - 
en Bste caso, 4,2 ml,
es la constante de difusibilidad del 0^ en 
el agua desclorada, la cual depende de la - 
temperatura, siendo 0,03793 a 1090, 0,03091 
a 209C y 0,02822 ml O^/nil de agua a 2 3 90.
T es la temperatura, en grades Kelvin, a la - 
que se roaliza la medida de consume de 0^.
Po es la presidn normal, 10,000 mm para el li­
quide de Brodie.
SI cAlculo del voliimen de 0^ consuniido per ca­
da animal (métabolisme) se realiza dividiendo per 2 
el consume, x, obtenido a partir de las lecturas co— 
rregidas de les mandmetros y la constante del matra­
cito, mediante la siguiente expresi<5n:
X = h , k
donde h es la lectura corregida del cambio de presi6n 
k es la constante del matracito,(Umbreit et al,
1972).
I.os matracitos se sumergieron, para realizar 
las medidas, en un baho de agua termostatizado, en - 
el que se agitaron censtantemente, regulado a 10, 20
y 259c, A s i , se halla el métabolisme de larvas de d^ 
sarrollo a temperatura ambiente (l8i29C) y de larvas 
adaptadas durante 1 mes a 8i29C en c^mara fria, el - 
consume de oxigeno por peso hdmcdo y el consume de — 
oxigeno por peso seco (tasa metab<5lica) de cada lar 
va a las très temperatures expuestas, en actividad,
También se ha calculado el métabolisme estan 
dar, el consume de oxigeno por peso humodo y la tasa 
mctab(5lica estandar en las larvas adaptadas a tempe­
ratura ambiente y en las de frie, midiendo el consu­
me de oxigeno de estas larvas anestesiadas con MS —  
222 (etil rn-aminobenzoato metanosulfonato) de la ca­
sa SANDOZ.
-3.-Medidas de las actividades LÜIÎ,- 
- A A n i m a l e s  adultes.- 
-a.-Preparacidn de muestras.—
Una vez extraidos el 16bulo central del higa 
do y el coraz(5n y el cerebro enteros, se procédé a — 
su homogeneizacidn. Esta se realiza en homogeneizadjo 
res de vidrio tipo Pobel, de unes 12 ml de capacidad, 
en un a solucidn tamponada TPIS-CIH 0,1M pH 7,4 contje 
niendo sacarosa 0,25M. 31 volumen de esta solucidn -
se ahadia en la proporci6n 20 mg de tejido por ml.
El homogenado se centrifugd a 5*000 rpm du-- 
rante 25 min a temperatura ambiente. Se extrae el s£ 
brenadante, del cual una parte se conserva en frio - 
para las determinaciones de actividad especifica,que 
se realizaron en el mismo dia que las muestras segdn 
se expondrâ mds adelante, y otra parte se congela a 
-2090 para las electroforesis que se realizan dentro 
de un periodo no superior a un mes.
-b.-Actividad especifica por mg de tejido fresco.-
Este tipo de medidas se realizd siguiendo el 
método descrito por Bergmeyer et al. (19^5), con al- 
gunas modificaciones, utilizando un tamp6n fosfato - 
0,05 M a pH 7,4 que contiene piruvato 3,lx 10 —
formado por fosfato bipot&sico 0,05 m y fosfato mono 
pot^sico 0,3 X 10 M. Para la reaccidn y su cuantifi- 
cacidn se utiliza el espectrofot(5metro a 340 nm y u— 
nas cubetas de cuarzo de 3 ml de volumen y de un pa- 
so de luz de 1 cm. Las concentraciones finales de pi. 
ruvato y NADH utilizadas fueron 3,4 xlO~^ y 1,5 x 10~^ 
M respectivamente.
Después de ahadir la muestra convenientemen- 
te diluida, se mide la variaci(5n en la transmitancia 
por medio del inscriptor durante 4-5 minutes. Median 
te las correspondientes tablas de conversion, se dé­
termina la disnilnuciOn de absorbancia por minute, e^ 
to es, el incrernento de densidad Optica (ADO) . La ac^  
tividad se da en jji moles de NADH oxidados por minute 
por mg de tejido fresco por centimetre de paso de luz 
de la cubeta, utilizando la siguiente expresiOn;
p moles de NADH = — ---------
8.x 10~ X V  X  p  X  1 c m
donde f es el factor de diluciOn de la muestra, en el 
caso del corazOn 21 y en el del higado y ce­
rebro 6 .
V es el volumen de la cubeta, 3 ml.
£ es el coeficiente de estinciOn molar del 
NADH (6 . 22ü 1 X  mol""^ x cm ^) • 
p es el posoide tejido por ml de TRTS-sacarosa, 
20 mg/ml*
V  es el volumen de muestra diluida que se ana- 
de a la mezcla de reacciOn, 0,1 ml,
1 cm es el paso de luz de la cubeta,
Los datos as i obtenidos se procesaron para ha 
llar las caracteristicas mues traies ; media, varianza 
muestral corregida y desviaciOn tlpica.
-c.-Actividad especifica por mg de proteina,-
Se determinO la cantidad de protefnas (mg/ml), 
por el mOtodo de Lowry et al, (l95l), présentes en - 
les sobrenadantes y, partiendo de les datos de la a^ 
tividad especifica por mg de tejido fresco, se calcu 
]aron los p moles de NADH reducidos por minuto por - 
miligramo de proteina del sobrenadante por cm de pa— 
so de luz de la cubeta,
-d,-Actividades relatives de las dsoenzimas y de las 
subunidades.- 
- i .-PreparaciOn de geles,-
Para la separaciOn de las isoenzimas de LDH 
se utilizO la tOcnica descrita por Orstein (1964) y 
Davis (1964), introduciendo algunas modificaciones. 
Para la elaboraciOn de los geles de poliacrilamida - 
necesarios para llevar a cabo la electroforesis, se 
emploaron .tubes de vidrio de una longitud de 73 mm a 
biertos por los dos extremes, y con un di&metro ex—  
terne de 7 mm y un diAmetro interne de 5 mm.
Para los expérimentes de la influencia de la 
adaptpci(5n experimental al frie, se utilizaron geles 
iinicos de una concentracidn de acrilarnida de 1 7,5^* 
Para la elaboraciAn de estes geles se partid de las 
siguientes soluciones y las siguientos proporciones
en la mezcla de polimerizacidn:
Soluciones ProporciAn en la
mezcla de polimeri. 
zaci<5n,
-Tamp<5n-Catalizador n91 
TRIS-CIH-TSMED 3 M , pH 8,9 
CIH IN 48 ml
TRIS (3M) 36,6 g
TEMED 0,23 ml
Agua destilada hasta 100 ml 1
-Mondmero 
Acrilarnida al 30*4 
Acrilarnida 3 0 g
Bisacrilamida 0,?4 g
Agua destilada hasta 100 ml 2
-Agua destilada 1
-Catalizador n 9 2 
Persulfate amdnico al 0,l4^ 4
Estas proporciones se mezclan con cuidado de 
no formar burbujas, Una vez preparada la mezcla, se 
ahaden 1,2 ml de esta en los tubos, previamente ce—  
rado un extreme con papel de parafina y dispues tes 
en posiciAn vertical, mediante una jeringa, Una vez 
terminada esta operacidn, se depositan unas gotas de 
agua sobre la mezcla mediante una pipeta Pasteur con
una aguja fina acoplada y con cuidado para que se --
formen dos fases bien dofinidas; esta operacidn se - 
realiza con objeto de eliminar el menisco superior - 
de la mezcla de polimerizaciôn y evitar el contacte 
directe con el aire. La mezcla polimeriza entonces, 
a la luz del dia, en menos de 3 0 min, forrnandose un 
gel de 60 mm de longitud.
Con objeto de obtener una separaci6n de las 
isoenzimas mds neta para que la cuantificaci6n fuera 
adn mAs eficaz, se introdujeron algunas modificacio-
nés en la elaboraciAn de los geles en el experimento 
sobre la influencia de la estacidn* Estas modifica-- 
cionos consistieron en la variacidn de. los componen- 
tes del tamp6n-catalizador n 91 TRIS-CIH-TEMED y en — 
la adiciAn de un gel de poro grande, con una concen- 
tracidn de acrilarnida de 1 2,3/^ » sobre el gel de poro 
pequeno, 7,5/^ de acrilarnida. As i que se elaboraron - 
geles de esta ültima concentraci<5n de acrilarnida se- 
gdn se ha descrito en el pdrrafo anterior, poro uti­
lizando el siguiente tamp6n-catalizador n9l;
-TRIS-CIH-TEMED 3M, pH 9,3 
c m  IN 48 ml
TRIS (3M) 36,6 g
TEMED 0,46 ml
Agua destilada hasta 100 ml
La polimerizacidn de esta piezcla tarda unos 13 - 
min, despuds de los cuales se extrae el liquide som­
brante que queda sobre el gel y se seca con una pa—  
pel de filtre con cuidado de no tôcar la superficie 
de este. Sobre esta parte superior del gel del 7,3% 
se ahade la mezcla de polimerizacidn, un volumen de 
0,1 m l , del gel del 2,5% de acrilarnida, la cual se - 
prépara a partir de las siguientes soluciones y con 
las siguientes proporciones de estas:
Soluciones Proporciones en la
mezcla de polimeri 
zaciAn,
-TRIS-CIH-TEMED 3M, pH 9,3 
La misma utilizada para la 




Agua destilada hasta 100 ml 2
-Agua destilada 1
-Persulfate amAnico al 0,l4% 4
Con esta mezcla se precede de manera similar 
a la descrita en los otros geles, anadiendo 0,1 ml de 
ella sobre el gel del 7,5/^, como y a se ha dicho. La 
polimerizaci(5n se realiza en 13 min, quedando forma— 
do un gel blanquecino de unos 3mm de longitud. Los - 
geles dobles obtenidos, se dejan reposar durante 1 o 
2 h antes de iniciar la electroforesis.
-ii.-Electrofores i s ,-
La electroforesis se llevA a cabo siguiendo 
tarnbiAn el mAtodo descrito por Orstein (1964) y Da—  
vis (1964) con algunas modificaciones. A s f , una vez 
terminado el période de repose de despuAs de la pol^ 
merizacidn de los geles, se montaron estos en las eu 
betas de electroforesis. La soluciAn que media entre 
los electrodes de platine y los geles, se prépara a 
partir de la siguiente solucidn tamponada madré:
-TRIS-Glicocola 0,03M, pH 8,3 
TRIS (0,03M) 6 g
Glicocola (0,38m ) 28,8 g
Agua destilada hasta 1 litre
la cual se diluye l/lO en agua destilada antes de a— 
hadirla a 3a cubeta de electroforesis en el caso del 
experimento sobre la influencia experimental de frie, 
ayuno y obscuridad. Una vez montadas las cubotas con 
los geles y la soluciAn TRIS-glicocola, se depositan 
20 pl de cada muestra mediante una pipeta fina direc 
tamente sobre el gel. A continuaciAn, se procédé a - 
la electroforesis en cAmara fria (4-9-C), durante 2 
h o r a s , manteniendo una intensidad constante de 3mA - 
por gel, alcanz^ndose una diferencia de potencial de 
34O-39OV. Al finalizar la electroforesis, la cubeta 
superior tenla una temperatura de 24-2690.
En el caso de los experimentos sobre la in—  
fluencia de la estaciAn, se diluye la soluciAn madré 
de TRIS-glicocola antes descrita l/p en agua destila
da como paso previo al llenado de las cubetas. Esta 
variaciAn se hizo tamblAn en orden a encontrar la -- 
mAxima resoluciAn del sistema, evitando una excesiva 
subida de voltaje durante el desarrollo de la elec-- 
troforesis. Una vez montadas las cubetas con el TRIS- 
glicocola y los geles, se ahaden las muestras de for 
ma idAntica a la descrita anteriormente• Se procéda 
a la electroforesis, tambiAn en cAmara frfa, durante 
30 min a 1mA por gel, con lo que se alcanza una dife 
rencia de potencial de 40-30V, despuAs de lo cual, se 
eleva la intensidad hasta 3mA por gel, manteniendose 
constante durante los 90 min restantes, El procéder 
asl, nos asegura, de nuevo, una mejor resoluciAn, Al 
final de la electroforesis, la diferencia de poten—  
cial, cuya subida es gradual durante el desarrollo - 
de aquella, a partir de 15OV, alcanza los 200-240V, 
oscilando las temperatures de las cubetas entre los 
24-2890.
-iii,-Revelado de las bandas de actividad y cuantif^ 
caciAn de estas.-
En todos los casos, finalizada la electrofo­
resis, se procédé a la extracciAn de los geles. Para 
elle, se emplea una aguja fina con objeto de separar 
el gel del tube de vidrio, manipulando siempre bajo 
el agua.
Para poner de manifiesto las zonas del gel jo 
cupadas por las isoenzimas, se incuban los geles, in 
dividualmente en tubos de hemolisis, en obscuridad a 
369c durante 7 min con una soluciAn compuesta por 12 
ml de tampAn TRIS-CIH 0,05M pH 7,4; 6 ml de DL-lacta 
to sAdico 0,4;M; 7 ml de nitroazul de tetrazolio —- 
(NBT) 2mg/ml ; 0,3 ml de metosulfato de fenazina (PMS) 
2mg/ml; en la que se disuelven 20 mg de NAD^, dando 
una conceiitraciAn final de 93 Y 1, 2 mM de lactato y 
NAD^ respectivamente (Langvad, I968).
Una vez reveladas las bandas de actividad LDH, 
se lavan los geles con agua desionizada fria, se fi. 
j an con una soluciAn de Acido acAtico al 7, 5% y se - 
conservan en obscuridad hasta su posterior cuantifi- 
caciAn en el densitAmetro, Durante la cuantificaciAn, 
el integrador del aparato da unos ndmeros que son prjo 
porcionales al Area del pico que se obtiene de cada 
isoenzima, a partir de los cuales se extrae el por-- 
centaje de cada una de ellas en cada gel, refiriendo 
el 100^ 6 a la suma de las Areas de los picos de las 5 
is oenzimas•
Stiponiendo el hecho de que las isoenzimas de 
LDH estAn compuestas por cuatro subunidades de dos - 
tipos; H y M, como en la mayorla de los vertebrados, 
se hallA el porcentaje de dichas subunidades en cada 
muestra, realizando la siguiente operaciAn;
H = LDH^ t 3/4 LDHg f l/2 LDH + l/4 LDH^
M = 1/4 LDHg t 1/2 LDH^ f 3/4 LDH^ f LDH^ 
partiendo de los porcentajes de cada una de las iso— 
enzimas•
Los datos correspondientes al porcentaje de 
isoenzimas y al porcentaje de subunidades H y M de - 
cada grupo de experimentos, se procesaron para la ob 
tenciAn de las caracteristicas rnuestrales tal y como 
se describirA mAs adelante.
-e.-Km para el lactato.-
Las medidas de la Km para lactato de las iso 
enzimas de LDH de D. pictus pic tus se realizan a par 
tir de muestras de sobrenadantes obtenidos de ovario 
de forma idAntica a la descrita para otros tejidos.
Los sobrenadantes se congelaron a -209C hasta el me­
mento de su utilizaciAn, dentro de los dos meses si­
guientes y se prepararon a partir de animales reciAn 
capturados a mediados del mes de diciembre y de ani—
males mantenidos en condiciones expérimentales de -- 
frie (8±29C), ayuno y obscuridad durante 5 meses a - 
partir de aquel.
-i.-PreparaciAn de geles.-
Para este grupo de experimentos, se prepara­
ron geles ünicos de una concentraciAn de acrilarnida 
del 6,5%* Este cambio se realizA para tener una sepa 
raciAn mejor de las isoenzimas de este tejido y una 
cuantificaciAn mAs exacta. Este tipo de gel, con un 
contenido de acrilamida mener y, por lo tanto, con - 
un poro mAs grande que el del 7,5%, se prépara a par 
tir de las mismas soluciones que el del 7,5% Anico - 
del experimento de adaptaciAn al frfo, pero variando
las proporciones de acrilamida y de agua en la —-
mezcla de polimerizaciAn, tal y como se expresa a —— 
centinuaciAn;
Soluciones ProporciAn en la mez—
cia de polimerizaciAn 
-TPTS-CIH-TEMED 3M, pH 8,9 10
-Acrilamida al 30% 17
-Agua destilada 13
-Persulfato aniAnico al 0,l4% kO
Por lo demAs , las siguientes operaciones fuje 
ron exactamente iguales que en los otros casos.
-ii.-Electroforesis.-
Los geles se montan en las cubetas en condi— 
clones similares a las descritas en el grupo de adajg 
taciAn experimental al frfo, ayuno y obscuridad, al 
igual que las operaciones siguientes. Se procediA a 
la electroforesis en cAmara frfa (4-9-C) a 3mA por — 
gel durante 15 min, subiendo despuAs la intensidad a 
3mA por gel, manteniendo esta intensidad constante — 
durante 90 min, porrodo en el que se alcanzA una di­
ferencia de potencial de 340-390V. Al finalizar la e
lectroforesis, la cubeta superior tenia una tempera­
tura de 24— 269c •
-iii.-Revelado y cuantificaciAn de las bandas de ac­
tividad.-
Finalizada la electroforesis, se precede a - 
la extracciAn de los geles segdn el mAtodo descrito 
anteriormente. Una vez extraidos, se incuban indivi- 
dualmcnte en tubos de hemolisis a 3 6 9C durante 6 min 
en una soluciAn semejante a la descrita en los expe­
rimentos de actividad relativa: 12 ml de TRIS-CIH -
0,05M, pH 7,4; 7 ml de NBT 2mg/ml; 0,3 ml de PMS 2 - 
mg/ml, en la que se disuelven 20 mg de N A D ^ . Se pre­
pararon soluciones acuosas con distintas concentra—  
clones de lactato; 3 ,23; 1,62; 0,31; 0 ,63; 0 ,32 ; 0,I6 ;
0,08 y 0,04 M. Se pipetearon 2,4 ml de la soluciAn t. 
reveladora sin lactato en los tubos de hemolisis, a 
la que se ahaden 0,73 ml de la soluciAn de lactato - 
correspondiente, obteniendose unas concentraciones — 
finales de este de 0,77; 0,39; 0,19; 0,13; 0 ,076; —  
0 ,038; 0,019 y 0,0093 M, de manera que siempre habia 
dos tubos con la misma concentraciAn de lactato. Se 
mezclaron bien estas dos partes por inversiAn, y, u — 
na vez finalizada la electroforesis y extraidos los 
geles, se introdujo un gel en cada une de los tubos 
preparados (todos los geles habfan corrido la miama 
cantidad de muestra de un mismo sobrenadante) y se - 
realizA la incubaciAn en las condiciones apuntadas. 
Finalizado e 1 tiempo de reacciAn, se para esta segdn 
se describiA en los experimentos de actividad relati. 
va.
Los geles se cuantificaron en el densitAme—  
tro, de manera que se utiliza, al procéder de manera 
similar a la ya descrita, el ndmero que proporciona 
el integrador de 1 aparato como Indice de la veloci—  
dad de reacciAn de las isoenzimas de LDH frente a —-
las distintas concentraciones de lactato. Con aque—  
llos valores y los de las concentraciones, se halla 
la ecuaciAn que define a la recta de regresiAn en u- 
na representaciAn de Lineweaver-Burk de dobles recl- 
procos, de forma que una vez hallada, haciendo y = 0 
se obtiene -l/Km, a partir del cual es facil calcu—  
lar el valor de Km para lactato de cada isoenzima.^ — 
expresandose dichos valores en milimoles por litro,
-B.-Estado 33 del desarrollo.- 
- a .-PreparaciAn de muestras.-
Para la preparaciAn de muestras se homogeni- 
zA una larva, previa extirpaciAn del tube digestive, 
en 0,5 ml de TRIS-sacarosa 0,1M pH 7,4 preparado se­
gdn se ha descrito para el animal adulte. El tube dd. 
gestivo se extrae para evitar la desnaturalizaciAn - 
de las isoenzimas que pudieran provocar las enzimas 
protoollticas de aquel, Los procesos de homogeniza-- 
ciAn y centrifugaciAn se realizaron en las mismas —— 
condiciones que en los tejidos del animal adulte. U- 
na vez centrifugados los extractos, se extrajeron -- 
los sobrenadantes con una pipeta Pasteur y se guarda 
ron en frio (4-9-C) hasta su utilizaciAn dentro del 
mismo dla.
-b.-Actividad total.-
So utilizA el mismo mAtodo descrito para la 
actividad especlflca por mg de tejido fresco de los 
tejidos del animal adulte, con la unica diferencia - 
de la fArmula utilizada para la obtenciAn de datos, 
los cuales se expresan en p o nmoles de NADH oxida-- 
dos por minuto por animal por cm de paso de luz de - 
la cubeta
p moles NADH = -.-^22£3-Y3-11-
X  V  X  1 cm
donde f es el factor de diluciAn, normalmente 6.
A,D0 es el incremento de densidad Aptica por min, 
V es el volumen total de la cubeta, 3 ml.
V' es el volumen de TRTS-sacarosa en que se ho- 
mogenizaron cada una de las larvas, 0,5 m l , 
g es el coeficiente de extinciAn molar del 
NADH.
V  es el volumen de muestra diluida, 0,1 ml,
1 cm es el paso de luz de la cubeta,
Los datos as! obtenidos se procesaron para ob 
tener las caracterlsticas muestrales, segdn los mAto^ 
dos que se expondrdn mAs adelante*
-c.-Actividad especifica,-
Para la obtenciAn de los datos correspondiez 
tes a la actividad especifica por mg de protexna, se 
procediA de manera similar a la expuesta en el caso 
del animal adulte. En primer lugar se hallay median­
te el mAtodo de Lowry et al, (l95l), e 1 contenido,en
mgjde proteina en 0,5 ml de sobrenadante ; pues to - 
que la actividad total estA referida a 0,5 ml de es­
te, se divide la actividad por el contenido de protex 
nas, obteniendose los p moles de NADH oxidados por - 
min por mg de proteina del sobrenadante por cm de pa 
so de luz de la cubeta,
-d.-Actividades relatives de las isoenzimas y de las 
subunidades.-
Todo el proeeso relacionado con la separaciAn 
y cuantificaciAn de las isoenzimas de LDH se realizA 
en identicas condiciones a las descritas en el expe­
rimento sobre las variaciones inducidas por la esta- 
ciAn en los animales adultes, descrito anteriormente,
-III.-iMRTODOS ESTADISTICOS,- 
- A .-Caracteristicas muestrales,—
Los datos obtenidos en todos los tipos de ob 
servaciones, se procesaron para la obtenciAn de las 
caracteristicas muestrales, Asi, se hallaron:
-la media de cada grupo de dates:
^  T  1
siendo;n el ndmero de valores observados,
X  cada imo de los valores observados;
-la varianza muestral corregida, puesto que n es un - 
valor modcrado:
2 1 ^ \ 2
-y la desviacidn tfpica de la muestra, haciendo la -- 
raiz cuadrada de s ^  (Cramer, 1972).
-B,-Prueba "t” de Student,-
Para la comparaci6n de los grupos de datos — 
do las diferentes muestras, se aplicd la prueba "t" 
de Student, utilizando un intervalo de confianza del 
95'/^ » es to es, los valores de p<0,05 que resultan de 
la comparacidn de las madias, indican que h a y  menos 
de un 5/0 de probabilidados de que las dos poblacio—  
nos representadas por estas médias sean la misma. Se 
ha elegido la prueba "t" porque es la dnica que, pr^ 
via demos trac i6n de que los valores. de las muestras 
elegidas presentan una distribucidn normal, permite 
trabajar con valores moderados de n. Se h a  podido - 
comprobar que los datos de este trabajo se ajustan a 
una distribucidn normal.
Para obtener los valores de "t" se emple<5. la 
siguiente expresidn (Cram^r, 1972);




" U ” 2 -2 ^1 • ^2
donde x es la media de la muestra de datos 1 
y es la media de la muestra de datos 2
es el numéro de observaciones de la muestra
n^ es el ndmero de observaciones de la muestra
es la varianza muestral corregida de la mue^ 
tra 1
2
s 2 es la varianza muestral corregida de la mue^ 
tra 2,
Con lo valores de t obtenidos, se acude a —  
las tablas de distribucidn "t" y se busca el valor — 
de p para n^fn^-S grades de libertad, de forma que - 
si este valor es mayor que 0,05» la diferencia entre 
las muestras no es significative (NS) y si résulta — 
menor que 0 ,05, la diferencia entre estas si que es 
significative (s) (Cramdr, 1972).
-C.-Ajuste de una recta de regresidn lineal por min
mos cuadrados.—
Para los ajustes por minimos cuadrados de la 
recta que define a la nube de puntos de una represen 
taci(5n conjunta de dos variables depondientes, se -- 
han utilizado las siguientes expresiones:
b = - Â L ^ z M y - ï L .  a = y - bx .
siendo los valores a y b los que determinan la ecua—
ci(5n de la recta que se buscaba, y = a f bx.
RESULTADOS
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-I .-FRECIJENCIA CARDIACA EN LA ADAPTACION AL FRIO.- 
- 1 .-Animales adultes.-
Los datos obtenidos sobre la frecuencia cardia 
ca de D_. rictus pic tus adulto, expresados en latidos/ 
min, se encuentran en la tabla I. En dicha tabla se - 
puede observer que existe un descenso significative - 
de la frecuencia cardiaca (0,01>p>0,001) en los anima 
les adaptados durante un mes a baja temperatu&a (8±25 
C ) , ayuno y obscuridad, con un valor de 53 latidos/min, 
frente a los de temperatura ambiente, que mostraron — 
un valor de 66 latidos/min (Fig, l)
-2.-Larvas en el estado 33 del desarrollo,—
La tabla I muestra tambidn los re suit ados obtje 
nidos sobre la frecuencia cardiaca de las larvas en — 
el estado 33. Se puede observer que el grupo de tempe 
ratura ambiente (206290), control, présenta una fre—  
cuencia cardiaca media de l60 latidos/min, mientras — 
que el grupo de frio (86290) durante 20 dfas tiene u— 
na frecuencia media de 137 latidos/min, siendo signify 
cativa esta diferencia (0,001>p), El grupo de frio —  
desde néurula mostrd una frecuencia de l 4 2 latidos/—  
min, siendo este valor significativamente distinto —  
de el del grupo control (0,02/p>0,O l ) , mientras que - 
no lo es de el del grupo de frio de 20 dias. De manera 
que se observa una disminucidn significativa de la —  
frecuencia cardiaca con la adaptacidn al frio, sin —  
que en ello influya el tiempo que dure dicha adapta—  
cidn.
-II.-OONSUMO DE OXIGENO EN EL ESTADO 33 DEL DESARRO—  
LIvO . —
En este grupo de experimentos, se ha observa— 
do que los animales adaptados a 186290 y  medido el —  
consume de oxigeno a 109Q,muestran un métabolisme ac­
tive de 12,83 pi de 0^ por larva, frente a 7,79 de —  
los animales adaptados a 86 290 y medido el consume a
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TABLA I
FRECUENCIA CARDIACA EN DISCOaLOSSUS PICTU3 MANTENIDOS A TEM­
PERATURA AMBIENTE ( 18± 2GC) y EN FRIO (8 ±  2SC).
CONTROLES F R I O
FRECUENCIA 
(latidos/min)
ADULTO 6 6 ^ 4  (7) 53tl (5)*
LARVAS 160+15 (16) 137±15
est. 33
Los reeultados se expresan como la media i. la desviacidn 
tlpica.
Entre paréntesis en nûmero el total de animales en cada 
grupo. Entre paréntesis en letras : a) Frio de 2Û dias b)
en frio desde el estado de ndurula.
(* ) Descenso significativo ( p^ 0,0l)
) Descenso significativo (p<0,00l)
0^ ' * %) Descenso significativo ( p<0,02)
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Fig, 1, Electrocardiograms de DiscogloBBus pictue pictus 
mantenidos a temperatura ambiente y en frio. a ) frecuencia
cardiaca 65 latidos por minuto, B) frecuencia cardiaca 
52 latidos por minuto.
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105C, una tasa matabdJica activa de 2,9k frente a 0,66 
pi de 0 2 por mg de peso seco y un consumo de 0^ por - 
peso hdmedo do 0,1? frente a 0,05 >tL, como valores 
dies (Tabla I I ) • Los adaptados a temperatura ambiente 
(l8i25C) y medidos a 20?C tienon un rnetabolismo acti­
ve de 1 9 ; frente a 15;73 de los adaptados a frio - 
(8±25C) medidos a 2050, una tasa metabdlica activa de 
4,37 frente a 1,31 y un consumo de 0^ por peso hdniedo 
de 0,26 frente a 0,11. Los adaptados a temperatura am 
biente y medidos a 25-0 tienon un métabolisme active 
de 21,09 frente a l8,33 de los adaptados a frio y me­
didos a 25-0 , una tasa metabdlica activa de 4,82 fren 
te a 1,5^ y nn consumo de 0^ per peso hiimedo de 0,28 
frente a 0,13. Las diferencias son tan évidentes y —  
las desviaciones tlpicas tan bajas (Tabla II), que no 
fu(5 necesario emploar la prueba " t " de Student,
La medida de la velocidad de aumento (o dis mi. 
nucidn) del consumo de oxigeno con la temperatura — 
(Q^q) entre 10 y 2050 para el métabolisme active de -- 
los animales adaptados a temperatura ambiente, 1,50, 
es, adem^s, sensiblemente inferior a la de los anima­
les adaptados al frio, 2,02, permaneciondo con valo—  
res similares en los dos grupos entre 20 y 2550, sien 
do 1,21 para el grupo adaptado a 181250 y 1,36 en el 
grupo de frio (Tabla II).
La relacidn entre los dos grupos de animales 
adaptados es similar cuando se emplea la anestesia, a 
excepcidn de las larvas adaptadas al frio y medido el 
consumo de 0^ a 1050, cuyo valor medio de métabolisme 
estandar, 1 0 ,71* es superior al del grupo adaptado a 
temperatura ambiente y medido a 1050, 7;31; y al meta 
bolismo activo del grupo adaptado al frio y medido a 
10 50, 7;79. En los dem^s grupos de medidas del metab^
lismo estandar, se puede observer que los valores son 
siempre inferiores a los de las medidas correspondien 
tes de métabolisme activo, y los del grupo de larvas 
adaptadas al frio son menores que los del grupo adap—
TABLA II
CONSUMO DE OXIGENO EN LARVAS DE DISC0GL0SSU3 PICTU3 EN PRE 
HETAM0RP08I3 ( ESTADO 53) ADAPTADAS A TEI'IPERATURA AMBIENTE 





O^/larva/h 12,81 0,69 19,li: 0,7 21,09t 0,7
^TOg/mg p.e/h 2,9i 0,2 4,3± 0,2 4,82±L 0,2
^1 Og/mg p.h/h 0,2± 0,008 0,26 ± 0,02 0,28-h 0,02
FRIO (lO)
^lOg/larva /h 7,79-1*9 15,73i 0,5 18,55± 0,7
jH Og/mg p.s/^ 0,66i 0,2 1,31± 0,15 l,54t 0,21
Og/mg p.h./t 0,05^ 0,01 O.lll 0,o5 0,15±0,05
Entre paréntesis se expresa el nûmero de embriones 




CONSUMO DE OXIGENO EN LARVAS ANESTESIADAS DE DISGQGLQS3U3 
RICTUS EN PREMETAMÜRFOSIS (ESTADO 53) ADAPTADAS A TEMPERA- 







;il O^/larva/h 7,51t 0,25 14,07 + 0,66 18,56+1,46
^1 Og/mg p.s./h 1,67+0,07 5,50 + 0,1 4,24 ±0,5
^1 Og/mg p.h./h 0,10 i 0,008 0,19 i 0,01 0,25 ± 0,02
FRIO (lO)
/il Og/larva/h 10,711 0,78 12,50± 0,5 15,52 ±0,8
/il Og/mg p.B./h 0,90t 0,15 1,05 ± 0,15 1,14 ± 0,20
/il Og/mg p.h./h 0,08 + 0,05 0,09 + 0,02 0,10 + 0.05
Entre paréntesis se expresa el nûmero de embriones utilizados 
en cada experiencia. Peso seco: p.s.; peso hdmedo: p.h.
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tado a temperatura ambiente, en lo que se refiere a - 
rnetabolismo estandar; asf, en las medidas a 205C, los 
animales adaptados a 18Î25C anestesiados dan unos va­
lores de consumo de 0^ por larva de l4,07, mientras 
que los adaptados al frio los dan de 12,30; en las mje 
didas a 2550, el metabolismo estandar de los animales 
adaptados a temperatura ambiente es de 18,56 y el de 
los de frio es de 13,52,
La tasa metabdlica estandar de los animales a 
daptados al frio, 0,90, es, también, m;^s alta que la 
tasa metabdlica activa de este mismo grupo, siendo, - 
s in embargo, inferior a la tasa metab<5lica estandar, 
1 ,67, del grupo adaptado a la temperatura ambiente -- 
cuando se miden a 105C, Las tasas metabdlicas estan-- 
dar de los otros grupos de medidas, a 20 y 25^0 , son 
siempre inferiores a las tasas metabûliccs activas pa 
ra 20 y 25^0 (Tabla II), con unos valores modios de - 
3,30 en los animales adaptados a temperatura ambiente 
y 1,30 en los de frfo cuando se miden a 205C y de 4,24 
y l,l4 cuando se miden a 255C. Con el consumo de 0^ - 
por peso hdmëdo de las larvas anestesiadas ocurre al­
go similar que con la tasa metabélica estandar, sien­
do de 0,1 y 0,08 en los animales medidos a 105C; 0,19 
y 0,09 en los medidos a 20 5C; y 0,25 y 0,10 en los mje 
didos a 255Q en los grupos adaptados a temperatura am 
biente y al frio respectivamente (Tabla II).
Todos estos resultados inducen a hablar de "a 
daptacidn en lugar de "aclimatacidn", con respecto al 
resto de los resultados.
- I I I .-DIMENSIONES CORPORALES.-
-1.-Pesos de los animales adultes en la adaptacidn ex 
perimental al frio, ayuno y fotoperiodo minime,-
Durante el période de adaptaciûn a la baja —  
temperatura, los animales adultes muestran unas lige- 
ras përdidas de peso. El peso medio de los animales -
al iniciarse el proeeso de adaptacién es de 8 ,l6t l ,06 
g, mientras que al terminer dicho proeeso, 5 meses -- 
después, el peso medio es de 7 ,66±0,79 Si siendo, por 
tanto, el peso medio perdido de 0,50 g , diferencia 
que no résulté estadisticamente significativa. Se re- 
cuerda que en el transcurso de la adaptacién los ani­
males no fucron alimentados.
-2,—Tamanos en el estado 33 del desarrollo,- 
-A,-Adaptacién al frio.-
Durante el experimento n?2 realizado con la 
puesta n53, antes de sacrificar los animales al esta­
do 33, se obtuvieron los datos correspondientes al ta 
mano de la reg'ién ce f alo trunc al ( cabeza-torax) y de - 
la regién caudal (cola), los cuales se encuentran en 
la tabla IIJ, Asi, se observa que el grupo de frio —  
desde néurula tiene un tamaiio de la regién cefalotrun 
cal de 8,43 mm, cifra que es significativamente supe­
rior (0,002>p en ambos casos) a los 7,08 mm del grupo 
de frio de 20 dias y a los 7,03 mm del grupo control 
de temperatura ambiente, S in embargo, la diferencia - 
entre estas dos lültimas no résulté significativa. En 
criant o al tamaho de la regién caudal, el grupo de — - 
frio desde néurula présenta 13,60 mm de longitud me—  
dia, valor que es significativamente superior (0,001> 
)>p en ambos casos) que el de 1 grupo de frio de 20 -- 
dias, 11,75, y  el del control, 12,34 mm. La diferen—  
cia entre estos dos dltinios valores es significativa 
(O ,02>p>0,01), siendo menor la longitud del grupo de 
frio .
En resumen, los animales del grupo de frio —  
desde néurula resultaron rnayores, significativamente, 
que los de los otros dos grupos, Sin embargo, los ani. 
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8,43±Q50* 13,6o t o , 66*
CALOR lOd. 7,13 + 0,5 12,5 ±.0,5
29£22C.
(16)
Los resultados se expresan como la media iîT la desviacidn 
tlpica.
Entre paréntesis el nûmero de animales por grupo.
Cambio significativo (p^0,00l)(*)
Cambio significativo (p<0,02) (**).
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La tabla ITT contiene también los resultados 
obtonidos al medir la longitud de la regidn cefalotrun 
cal y de la région caudal del grupo de animales del - 
expérimente n 9 2 adaptados al calor (29^250)• En ella 
se incluyen tambl6n las comparaciones, mediante la —  
prueba t, con los animales del expérimente n?2 de frie 
realizade tambidn con la puesta n?3* En esta cempara- 
ci6n se vi6 que el incremente que présenta el grupo — 
que nos ecupa en la lengitud media de la regidn cefa- 
letruncal, alcanzande les 7 » 13 mm, con respecte al -- 
grupe control (temperature anibiente), 7,03 y al grupe 
de frfe de 20 d l a s , 7,08 mm, ne es significative. S in 
embargo, la lengitud de esta misma regidn en el grupe 
de frie desde ndurula (8,43 mm) es significativamente 
mayor (0,001>p) que la del grupe adaptade al caler.
Per etre 1 a d o , la lengitud de la regi<5n eau—  
dal, 12,56 mm, ne es significativamente superior a la 
del grupe control, 12,34 mm, pere si le es (o,001>p) 
con respecte a la lengitud del grupe de frie de 20 -
d f a s , 11,75 mm. El grupe de frfe desde néurula pesee 
un tamafie de esta regidn, 13,60 mm, significativamen-a 
te mayor (0,001>p) que el del grupe adaptade a caler.
De manera que, el grupe de animales adaptados 
al caler pesee una lengitud media semejante a la del 
grupe adaptade a ternperatura ambiente. S in embargo , 
la lengitud de la regidn caudal es mayor que la del - 
grupe de frfe de 20 dfas. Per etre lade, la lengitud 
total del grupe adaptade al caler es mener que la del 
de frfe desde néurula.
-IV.-ACTIVIDAD2S DE LA LDH.- 
-1.-Animales adultes.-
- A .-Adaptacién experimental al frfe, ayune y fetepe—  
riede mfnime.- 
-a.-Actividad especffica per mg de tejide fresco.-
Los dates correspendientes a la actividad es-
pecffica por mg de tejido fresco del hlgado, corazdn 
y cerebro de este expérimente, se encuentran en la ta 
bla IV, Cen respecte a les resultados ebtenides en. el 
hfgade se puede ver un aumnte ne significative de es­
ta actividad, dada en nmeles de NADH exidades per min 
per mg de tejide fresco, cen la adaptacién al frfe. - 
En cuante al cerazén, se aprecia también un aumente - 
no significative cen la adaptacién a 8t29C. Sin embar 
ge, en el cerebre, tejide en el que se observa también 
un aumento de esta actividad, el cambie résulté signif 
ficative (0,02>p>0,01), pasande de 59 en el grupe 
control a nmeles de NADH/min/mg de tejide fres­
co en el grupe adaptade a frfe (Ver parte superior de 
la figura 7) •.
-b.-Actividad especffica per mg de preteina.-
En la tabla IV se encuentran también les dates 
ebtenides en la actividad especffica per mg de pretei 
na, expresades en pmeles de NADH exidades per min per 
mg de preteina, en les très tejides estudiades; cera— 
z6n, hfgade y cerebre. Se observaron descensos en es­
ta actividad, siendo significative (0,02 p 0,0l) solo 
el del corazén, bajando de 5,33 a 4,12 con la adapta- 
cién al frfe (Ver parte superior de la Fig, 8),
- c ,-Actividades relatives de las iseenzimas y de las 
subunidades.- 
-i .-lieteregeneidad de la LDH^.-
En este grupe de adaptacién de hembras adul-- 
tas a cendicienes expérimentales de frfe, ayune y eb^ 
curidad, ne se détecté heteregeneidad cen respecte a 
la LDH^, siende esta iseenzima del tipe que se denem^ 
né cerne "répida", segiîn su velecidad electreferética.
-il.-Actividades relatives.-
En las figuras 2a,2b y 3 se encuentran repre—  
sentêides unes zimegramas tfpices y sus cerrespondien- 
tes lectures del densitémetre, de las iseenzimas de —
TABLA IV
CAI‘IBIOS EN lA ACTIVIDAD ESPECIEICA DE LDH EN TEJIDOS DE














2901 81 (7) 303*41 (a)









1,66t. 0,21 (6) 1,461:0,23 (s)
Los resultados se expresan como la media i  la desviacion 
tfpioa.
Entre paréntesis el ndmero de animales por grupo.
( 1*^ ) Descenso significativo ( p ^  0,02)
(^^) Aumento significativo ( p< 0,02)
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H IG A D O
LDH 0
—Fig. 2a.- Electroferograma y curva densitomié 
trica de las iseenzimas de LDH del hfgade de Dis— 




VARIACIÛNBS m  LA ACTIVIDAD RELATIVA DE LAS ISOENZIMAS DE
LDH(^) en EL HIGADO DE ANIMALES ADULTOS (DISCQGLOSSUS PIC,
t u s) SOMETIDOS A HIBERNACION EXPERIMENTAL.
I30ÜNZIMA3 (>() CONTROLES (s) ERXO (s)
iDH 1 14,36 t 1,28 12,78 i l,44'*f
2 13,78 i. 1,66 10,59 + 1,14**
3 14,33 t 2,39 14,88 i 2,15
4 7,89 t 1,46 7,79 t 2,12
5 49,64 ±- 5,16 53,96 ± 5,38
SUBUWIDAJilS ($4)
H 33,83 + 3,05 30,11 t 3,04*
M 66,17 t 3,05 69,89 ± 3,04***
Lo b  resultados se expresan como la media t  la desviacidn 
tîpica.
Entre paréntesis el ndmero de animales por grupo 
(★) Descenso significativo (p 4 0,05)
'k) Descenso significativo ( p 0,0l)




—Fig. 2b.- Electroferograma y curva densitométri 
ca de las iseenzimas de LDH del corazén de Discoglo— 




VARIACI0NE3 EH LA ACTIVIDAD RELATIVA DR LAS IS0BNZIMA3 DE
LDH (Jb) EN TEJIDO CARDIACO DE DI3C0GL08SUS PICTUS ADULTOS
SOMETIDOS A HIBERNAGION EXPERIMENTAL.
I30EHZIMA3 (^) CONTROLESfs) PRI0(8)
LDH 1 38,16 t 3,84 36,13 i  1,26
2 33,63 f 2,38 27,73 ± 0,93 ★
3 18,88 ±- 2,45 20,49 t 1,44
4 6,45 + 1,63 10,24 ± 0,48★★
5 2,87 i 0,55 5,41 ± 0 , 8 8 ^ *
8UBUNIDADE3 (^)
H 74,44 ± 2,49 69,73 t 0,77 ★
jj 25,56 i 2,49 30,27 i  0,77**
Los resultados se expreseua. como la media i- la desviacidn 
tîpica.
Entre paréntesis en ndraero de ai imales por grupo.
(★) Descenso significative ( pZO^OOl)




-Fig. 3.- Electroferograma y curva densitométrica 
de las iseenzimas de LDH del cerebro de Discoglossus 
pic tus pictus adulte. 0: origen.
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TABLA VII
VARIACIONES îâlM LA ACTIVIDAD RBLATIVA DE LAS ISÛDHZIMAS DE
LDH(^) EN CEREBRO DE DISCQGLOSSUS PICTUS ADULTOS SOMETI»
DOS A HIBERNACION EXPERIMENTAL
ISOENZIMAS (^) CONTROLES(e) PRIO (a)
LDH -1 16,09 4- 1,96 16,05 t 1,51
2 17,20 4 1,20 17,73 ± 1,28
3 23,39 1,80 25,52 t 1,30 t*
4 19,27 t 1,55 18, 99 t 2,03
5 24,05 3,64 21,71 ± 1,87
SUBUNIDADES(^)
H 45,50 2,46 46,86 t 2,05
M 54,50 2,46 53,14 ± 2,05
Los resultados se expresan como la media t la desviacidn 
tfpioa.
Entre paréntesis el ndmero de animales por grupo 
(^) aumento significativo ( p ^  0,02)
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LDH del hfgado (Fig,2a), coraz6n (Fig,2b) y  cerebro - 
(Fig. 3 ) do hembras de D^ . pictus pictus variedad a —  
manchas adultas. Se puede observer que el primer teji 
do muestra un predominio de LDH^, el segundo una ma-- 
yor proporcidn do iseenzimas anddicas (LDH^ y LDII^) , 
y el tercero muestra un modelo intermedia de distribu 
cidn de iseenzimas, con un ligero predominio de LDH^ 
y LDH^.
En las tablas V, VI y VII se exponon los dates 
correspondientes a las actividades relatives de las ± 
soenzimas y subunidades de LDH de los animales adul-— 
tes. En la tabla V se aprecia que con respecte al hf- 
gado se encontrd: a) un aumento significativo (0 ,05j>
>p)>0,O2) del porcentaje de subunidades M, de 66,17 en 
el grupo control de medio ambiente a 69,89/^ en el gru 
po de frio; y b) disminuciones significativas en el — 
porcentaje de: LDH^ (O,05>P>0,02), de l4,36 en el con
trol a 12,78-/0 en el grupo de frie; LDHp (0,01^px0,00l), 
de 13,78 a 10,59/^; as i como del porcentaje de subuni— 
dades H ( 0,05>P>0,0 2) , pasando de un 33 ,83 en el gru­
po control a 30,11 en el de frio. Otras variaciones - 
no significatives con la adaptaci(5n a 8±25C fueron el 
descenso de LDH^ y el aumento de LDH^ y LDH^, Estos - 
resultados se pueden oncohtrar esquematizados en la — 
parte superior de la figura 4.
Con respecte al corazdn (Tabla V I ), se obser- 
van las siguientes variaciones significatives del gru 
po control al de frfo: aumento en el porcentaje de —
subunidades M (0,001 p), de 25,56 a 30,27; LDH^ (0,001>
>p), de 2,87 a 5,^H; y de LDH^ (0,001>p), de 6,45 a - 
10,24. Disminucidn de LDH (0,001>p), de 33,63 a 27,73; 
y de las subunidades H (0,001>p), de 74,44 a 69,73. 0 
tras variaciones no significatives fueron el aumento 
de LDH^ y  el descenso de LDH^ (Ver parte superior de 
la figura 5).
-Figs. 4, 5 y 6.- Representaci(5n de las activi­
dades relativas (^) de las iseenzimas (I-5) y de las 
subunidades (H y M ) de LDH de hfgado (Fig. 4), cora- 
z<5n (Fig. 5) y cerebro (Fig. 6) de Discoglossus pic­
tus pictus variedad a manchas adulte, Arriba: control
(octubre) y adaptacidn experimental al frfo (8=29C), 
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—Fig *—6 # -13 2-
Con respecte al cerebro (Tabla VII), solo se 
encontr6 una variaci<5n significative: el aumento de - 
LDH^ ( 0 ,02>p>0 , Ol) , de 23,39 a 25,5270, con la adapta- 
ci(5n al frfo. Las demAs variaciones fueron: aumento -
de la isoenziina 2 y de las subunidades H y la disminu 
ci6n de las isoenzimas 1 , 4 y 5 y de las subunidades 
M (Ver parte superior de la figura 6),
- B ,-Influencia de la estacidn,-
-a.-Actividad especffica por mg de tejido fresco.-
Los datos correspondientes a la actividad es­
pecffica por mg de tejido fresco de este grupo de ex­
périmentes se encuentra en la tabla VIII. Los résulta 
dos correspondientes al hfgado muestran un aumento^si^; 
nificativo de esta actividad (0 ,02>p>0 ,0l) en el in-- 
vierno, de 67 8- 84 nmoles de NADH oxidados por min -- 
por mg de tejido fresco. Con respecto al coraz6n, se 
observa un descenso no significativo de esta actividad. 
El cerebro, en canibio, muestra un aumento signif icat i 
vo (C,02>p>0,0l), de 55 a 64 nmoles de NADH/min/mg de 
tejido, en el invicrno (Ver parte inferior de la figu
ra 7) .
-b.-Actividad especffica por mg de proteina.-
Sn la tabla VIII se encuentran tambidn los da 
tes correspondientes a la actividad especffica por mg 
de proteina, expresados en pnoles de NADH oxidados —  
por min por mg de proteina, de hfgado, corazdn y cer^ 
bro de este grupo de expérimentes. Se observa que los 
animales de invierno muestran valores rnAs bajos que - 
los animales de verano, aunque en ningdn caso résulta 
ran significativas estas diferencias (Ver parte infe­
rior de la figura 8 ).
-c.-Actividades relativas de las isoenzimas y de las 
subunidades.- 
-i .-Heterogenoidad de la LDIÎ^.-
En este grupo de experimentos si se detectd -
TABLA VIII
ACTIVIDAD C3PDCIFICA DE LDH EN TEJIDOS DE DISCOGLQ. 
SSUS PICTUS ADÜLTO CAPTURADOS EN VERANO E INVIERNO.
HIGADO
(nmoies NADH/m in/ 
/mg tejido)
( vinioies NADH/min/ 
/rng proteina)
VERANO INVIERNO
68±9 (8) 84±12 (5)*











359+38 (8) 316+61 (6)
4 , 5 7 + 0 , 3 7  (8) 4 ,23+ 0,76 (7 )
55± 6  ( 7 ) 64+6  ( 7) *
1,24+0,07 (7) 1,20+0,41 (6)
Los resultados se expresan como la media la desviacidn 
tîpica.
Entre parentesis el ndmoro de animales por grupo.
(:^ ) Aumento significativo (p<0,02).
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-Pigs. 7 y 8.— Representacidn de las actividades especifj^ 
cas (Pig. 7, por mg de tejido fresco; Pig. 8, por mg de 
proteina) de LDH del higado (izcuierda), corazon (centre) 
y cerebro (derecha) de Discoglossus pictus pictus varie—  
dad a manchas adulte. Arriba: control y adaptacidn experi^ 
mental al frio (Sfe^C), ayuno y obscuridad; abajo: adapt^ 
ciones estacionales.
-135-















































































heterogenoidad con respecto a la LDH^, encontrAndose, 
de 8 animales utilizados como representatives de in—  
vierno, que 5 eran del tipo que se denomind "rApido” 
y 3 del tipo "intermedio"; en las hembras de verano - 
se encontraron 3 animales del tipo "rApido”, 3 del ti 
po intermedio y 2 del tipo "lento". Buscando un cier- 
to grado de homologfa con les resultados de las acti— 
vidades relativas del grupo de adaptaci6n de animales 
adultos a las condiciones expérimentales de frfo, ayu 
no y obscuridad, se emplcaron solo los datos correspon 
dientes a los animales que mostraron un tipo de LDH^ 
"râpido".
-il.-Actividades relativas.-
Los resultados obtenidos con respecto a las — 
actividades relativas de subunidades e isoenzimas se 
encuentran en las tablas IX, X y XI. En la primera de 
ellas se hallan los correspondientes al hfgado, en -- 
donde se observa una disminucidn significativa (O,01> 
>p>0,00l) de la isoenziina 1 en el invierno, poseyendo 
un valor de l6,6'7/o, trente a 22,69 del grupo de vera­
no. Las deinds variaciones: descenso de las isoenzimas 
2 y 4 y de las subunidades H, y aumento de las 3 y  5 
y de las subunidades M en el invierno, no son signify 
cativas (Ver parte inferior de la figura 4).
En la tabla X se muestran los valores medios 
de los resultados obtenidos en el corazdn. Solo fué - 
significativo (0 ,05>p>0 ,02) el aumento de LDH^, de — 
19,69 a 23,8570, con el invierno, Tambi(5n se observa u 
na disminucidn en las isoenzimas 1 ,  2 y  5 y  en las —
subunidades H, con un aumento de LDH^  ^ y las subunida« 
des M en los animales de invierno, pero son cambios - 
no significatives estadfsticamente (Ver parte inferior 
de la figura 5)«
Con respecto al cerebro (Tabla Xl), se encon­
tre que los animales de invierno muestran los siguien
TABLA IX
ACTIVIDAD RBLATIVA ($6) DE LAS ISOENZIMAS DE LDH DE HIGADO 
DE DISCOGLOSSUS PICTUS CAPTURADOS EN VERANO E INVIERNO
ISOENZIMAS{ JUNIO(3) DICIEMBRE(4)
LDH -1 22,69 î 0,68 16,67 i 2,40 (^3
2 15,73 ± 1,11 13,83 - 2,15
3 13,99 t 2,47 15,10 ± 1,11
4 8,42 1 3,21 7,93 ±  2,44
5 39,17 t 6,39 46,47 -  6,95
SUBUNIDADES(^)
H 43,59 t  2,52 36,58- 4,60
M 56,41 t  2,52 63,42 t  4,60
Los resultados se expresan como la media — la desviaci6n 
tfpioa*
Entre paréntesis el nûmero de animales por grupo 
(^ ) Disminucién significativa ( p4 0,0l)
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TABLA X
ACTIVIDAD RBLATIVA (^) DE LAS ISOENZIMAS DE LDH DEL TEJIDO 
CARDIACO DE DISCOGLOSSUS PICTUS CAPTURADOS EN VERANO Y EN 
INVIERNO.
ISOENZIMAS {%) JUNIO (3) DICIEMBRE(4)
39,88+4,74 36,39 t 2,84
31,58+ 2,55 30,19 i 2,35
19,69± 1,52 23,85 i 2,25 *




4 6,80+ 1,41 7,57 t 1,98
5 2,05i 0,38 2,00 ±  0,64
SUBUNIDADES(^)
H 75,lit 2,47 72,85 - 1,19
M 24,89- 2,47 27,15 ± 1,19
Dos resultados se expresan como la media t  la desviaci6n 
tlpica
Entre paréntesis el nûmero de animales por grupo#
(#) Aumento significativo ( p<0,05).
-l4o-
TABLA XI
ACTIVIDAD RBLATIVA DE LAS ISOENZIMAS DE LDH DE CEREBRO DE 
DISCOGLOSSUS PICTUS ( OTTH.) ADULTOS CAPTURADOS EN VERANO 
E INVIERNO.
Isoenzimas (^) jünio (3) digiembrb (5)
LDH 1 25,05 t 1,01 20,53 ± 2,87*
2 23,28 t 1,88 20,88 ± 2,19
3 26,79 ± 0,77 28,28 ±. 2,84
4 13,16 t 1,84 15,29 ± 1,40
5 11,72 -h 0,69 15,02 ± 1,44* *
SUBUNIDADES(^)
, *
H 59,19 t 1,58 54,15 t. 2,61
M 40,81 ±  1,58 45,85 ±  2,61
Los resultados se expresan como la media t la desviacién 
tlpica.
Entre paréntesis el ndmero de animales por grupo
(^ ) Descenso significativo ( p^ 0 ,05). (* "* ) Aumento sig- 
nificativo(p< 0,02). aumento significativo ( p <.0,05)
-l4l-
tes cambios trente a los de verano; a) significativos; 
disminucidn de las isoenzimas 1, de 25,05 a 20,537^ -- 
(0,05>P>0,C 2), y de las subunidades H, de 59,19 a —  
54 ,15p ( 0, 05>p7"0 ,02) ; aumentos de la isoenzima 5 , de 
11,72 a 15,02^^ ( 0,02>p>0,01) y de las subunidades M, 
de 40,8l a 45,85^ (0 ,052P>0 ,02). b) no significatives; 
disminucién de LDH^ Y aumento de las isoenzimas 3 y  4 
(Ver parte inferior de la figura 6 ).
-C.-Km de las isoenzimas para el lactato.-
Los datos referentes a la constante de Micha^ 
lis-Menten de las isoenzimas de LDH de D_. pictus pic­
tus , con respecto al lactato, se encuentran en la ta­
bla XII. De estes datos, obtenidos a partir de extra£ 
tes de ovario, conviene destacar que cada une de elles 
es la media de una experiencia doble sobre el m i s m o - 
sobrenadante. De la comparacidn de las médias totales 
se desprende que no bay diferencias significatives en 
tre los grupos control y frio. Se observa un incremen 
te de la Km de LDH^ y un descenso de la de las restan 
tes isoenzimas, paralelos a la adaptacién al frio. —  
Tambidn es de destacar que no hay cambios en el orden 
creciante del valor de la Km, la cual présenta su va ­
lor m^s bajo en la LDH^ y el xnAs alto en la LDH^, sien 
do intcrmedios, de menor a mayor, los de las isoenzi— 
mas 2, 3 y 4. Estes valores oscilan entre 3-4 y l 4 ,5 
mM de lactato (Figs. 9, 10, 11, 12, 13 y l4),
Debido a que, como se decia mAs arriba, no - 
hay diferencias significativas entre los valores del 
grupo control y los del de frio, y a que la velocidad 
electroforética de las isoenzimas no variaba substan- 
cialmente, se supuso que las isoenzimas correspondien 
tes de cada grupo eran la misma proteina, por lo que 
se obtuvo la media del con.junto de datos de cada isoen 
zima, sin atender al grupo al que pertenecian. Los r^ 
suit ado s fueron: LDH^ 3 ,86; LDH^ 7 ,37 ; LDH^ 10,67 ; *"
TDH^ 13,01 y LDH^ 14,54 mM de lactato.
0,015 "





Km = 3,97±0,99 mM
0,01
-300 100-200 -100
-Fig. 9.-Representaci6n de Lineweaver-Burk de LDH^  ^de 
ovario de Dis coglossus pictus pictus variedad a manchas 












Km = 6,71+0,86 mM 0,02 ■ *
-300 -100-200 100
-Fig. 10.-Representac±6n de Lineweaver-Burk de LDH^ de 
ovario de Discoglossus pictus pictus variedad a manchas 












10,31±1,26 mM 0,02 - -Km
0,01
-300 -200 -100 100
—Fig* ll.-Representaci<5n de Lineweaver-Burk de LDH^ de 
ovario de Disc oglossus pic tus pictus variedad a manchas 











10,83±1,73 mMKm 0,02 - -
0,01
100-100-300 -200
-Fig. 12,-Representaci6n de Lineweaver-Burk de LDH^  ^ de 
ovario de Pis coglossus pic tus pictus variedad a manchas 









0 /)3  ■■
Km = i4,27±3,02 mM 0,02
0,01
-300 -200 100-100
-Fig. 13 #*-Representaci6n de Lineweaver-Burk de LDH^ de 
ovario de Discoglossus pictus pictus variedad a manchas 


































































































VAIÆRB3 DE LA Km PARA LACTATO ( mM ) DE LAS IS0ENZIKA3
de LDH en EL OVARIO DE DI8C0GL083U3 PICTUS ADULT03 SOMBTI-
DOS A HI3EHNACI0N EXPERIMENTAL.
CONTROLES (s) PRIO 5 MESE3 ( 3)
LDH- 1 3,77 1  1,35 3,9710,99
2 7,77 ±  1,38 6,71±0,86
3 10,89 1 1.99 10,3111,26
4 14,32 £. 4,22 10,831.1,73
5 14,75 ±- 3,04 14,2715,02
Los resultados se expresan. c o î q o  la media t  la desviaci6n 
tlpica.
i3n*tre parêntesie el ntSmero de animales por grupo 
üstadisticamente no exieten diferenoias significativas#
— lU 9*"
-2,-Ti)stado 33 de 1 desarrollo.- 
- A ,-Adaptacidn al frfo.-
En este apartado se presentan dos series de — 
dates correspondientes a dos grandes grupos de experi^ 
mentes: el n?l, realizado con las puestas n9 1 y 2, y
el n?2, realizado con la puesta n53* La diferencia en 
tre ambas radica, adem^s de en el tieinpo en qne se —  
rea]izaron, en la movilidad electrofordtica de la LDH^, 
dependiente, al parecer, do variaciones en la estruc- 
tura do la subunidad M. Asf, las puestas n?l y 2 re-?- 
sultaron ser del tipo de LDH^ "rdpido" (llamado tanif-- 
bién subunidad M rdpida) , y en la puesta n ^3 se de tec 
taron los tres tipos ya descritos, rApido, intermedia 
y lento, de forma que, para la obtonci6n de los dates 
de las actividades relativas del experimento n52, se 
cont6 dnicarnente con los zimogramas que mostraban un a 
I DH_ intermedia (tambic5n denoininada subunidad M hibri
5 —
da) para coinprobar si el tipo de LDH^ influye o no en 
la adaptacidn al frio, ademds de quo este grupo de a- 
nimales resuit6 mds abondante. La diferencia entre —- 
los tipos rdpido o intermedio se ha. comprobado esta-- 
disticarnonte , de forma que las actividades relativas 
de los dos grupos contrôles que se expondrdn a conti- 
nuacidn, resultan significativamente distintas, de —  
forma que los contrôles del experimento n 9 2 tienen ma 
yor porcentaje de subunidades M,
-a.-Experimento n^l.- 
-i.-Actividad total.-
Los dates correspondientes a la actividad to­
tal de este grupo de expérimentes se pueden ver en la 
tabla XIXI, Se observa que la actividad es mayor en - 
los grupos de frie que en el control. Esta diferencia 
es significativa (O ,01>p>0,001) entre este ultimo gru 
po y el de frio de 11 d i a s , pas and o de .86 J nmoles de 
NADH oxidados por min %Jor animal en el control a 1191 
en el de frio. En el grupo de frfo de 3 0 d.fas, la ac­
tividad es signif icat ivamente mayor (0,05>p)0,02) que la
TABLA XIII
ACTIVIDADES TOTAL Y ESPECIPICA DE LDH (SUBUNIDAD M RAPIDA) EN 





fnmoles NADH/ 867'r 151 
/rnin/animal
PRIO 11 DIAS PRIO 30 d. PRIO 60 d.
(8) il) il)
1143^174** 1069 ±  141*** 1255 t.330****
ACT. ESPEG.
(^Amoles NADH/ 1.063i 140 15821247* 1311± 207***^492±  169*
/min/mg prot.)
Los resultados se expresan como la media t  la desviaciôn tl
pica.
Entre parêntesis el ndmero de animales por grupo
(*) aumento significative ( p < 0,00l). ($$) aumento significativ
tivo (p<0,Oi), aumento significative ( p < 0,05), ^ aumen­
to significativo( p^0,02).
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del control, mostrando un valor de IO69 nmoles de NADH; 
por otro Indo, es menor que la del grupo de frIo de 11 
dfas, pero tampoco es una diferencia significative. -,
31 grupo de frfo de 60 dfas exhibe una actividad to—  
tal mayor que los otros tres grupos, aunque esta dif^ 
rencia solo resuite significative ( 0,02)>p>0, Ol) con - 
respecto al grupo control, toniendo este grupo experi 
mental una actividad de 1235 nmoles NADH/min/animal.
-ii.-Actividad especifica.-
Los dates correspondientes a la actividad es«* 
pecifica, exprès ada en nmoles de NADH oxidados por mi. 
nuto por mg de proteina del sobronadante, se encuen—  
tran tambit^n en la tabla XIII. Se puede observer que 
el valor mds alto, 1582, lo exhibe el grupo de frIo - 
de 11 dias, y el mds bajo, 1064, el grupo control, —  
siendo significative la diferencia entre ambos (0 ,001> 
3>p) . El grupo de frIo de 30 dias mostrd un valor de - 
1312, el cual es significativamente superior (0 ,02>p> 
>0 ,01) al control y signif icati.vamon te inferior (0 ,05> 
^p>0,02) al grupo de frio de 11 dias. La actividad e^ 
pecifica del grupo de frio de 60 dies fud de 1^93 nm^ 
los, valor que es significativamente mayor (0 ,001>p) 
que el del grupo control, si bien es menor que el del 
grupo de frio de 11 dias y mayor que el del de frio - 
de 30 dias, aunque estas diferencias dltimas no resul 
tara significativas. En resurnen , la actividad especi- 
fica resultd significativamente mayor en los animales 
adaptados a 8i29C, si bien no se observd un aumento - 
paralelo al tiempo de adaptacidn.
-iii.-Actividades relativas de las isoenzimas y de — 
las subunidades.-
1.-Heterogeneidad de la LDîT^.-
Como se ha indieado ya en el apartado IV.2.A, 
las puestas n 9 1 y 2, pertenecientes al grupo de expe 
rimentos n91, resultaron homogeneas para el tipo de -
rapide, correspondiente, probablemente, a un ti- 
po de subunidad M denominado tambidn aqui rdpido.
11.-Actividades relativas.-
Los resultados obtenidos a cerca del modelo de 
isoenzimas de LDH en este experimento, se encuentran 
detallados en la tabla XIV. Los cambios que se observa 
ron en los animales adaptados al frio durante 11 dias 
con respecto al control son los siguientes: aumento —
significative de las isoenzimas k (0,01>p>0,001), --- 
13,62 frente a 12,39/'^  en el control; 3 ( 0, Ol^p^O, 001 ) , 
de 9 >83 en el control a l4, 29/o en el grupo de frio; y  
del porcentaje de subunidades M (0,001>p), 4o,43 fren 
te a 3 2,83p del control. Por otro lado, son tambidn —
significativos los siguientes des censos: de LDH^ ---
(0,001>p), de 42,l4 a 31,93/o, y de las subunidades H 
(0,001>p), de 67,15 a 59,53p. los aumentos de las iso^  
enzimas 2 y  3 no resultaron significatives.
De la comparacidn del grupo adaptado al frio 
durante 30 dias con el grupo control, se deduce que: 
a) liay un aumento s ignif icat ivo de las isoenzimas 3 - 
(0 ,05)p>0 ,02), de 19,21 a 21,83^; 4 (0,001>p), de —  
12,39 a 16,57/»; y de la 5 (o, 01>p>0,001 ) , de 9,85 a - 
l 4 ,4 2/; y del porcentaje de subunidades M (0,001^p),
32,85 a 4] ,85. b) Hay, adeinAs, disminucidn significa- 
tiva de LDH^ (0,001>p), de 42,l4 a 30, 80/, y de las - 
subunidades H (0,0 01^p), de 67,15 a 58,15/* El descen 
so de LDH^ no result6 significative. La comparacidn - 
con el grupo de frio de 11 dias, di<5 como resultado — 
que, en el grupo de frio de 30 dias, disminuye signi— 
ficativamente la LDH^ (0,02>p>0,01), pasando de 18,52 
a 16,38/, mientras que el des cens o de LDTT^ y de las - 
subunidades H, y el aumento de las isoenzimas 3, 4 y 
5 y de las subunidades M, no resultaron significati—  
vos .
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durante 60 dias con el control, se ve un aumento sig­
nificative de las isoenzimas 3 (O,05>P/0 ,02), subien- 
do de 19,21 a 22,62/; 4 (0,001>p), de 12,39 a 15,93/; 
y 5 ( C , 01>p> 0 , OOl) , de 9,85 a l6 ,45/ , ademds de las - 
subunidades M (0,001>p), de 32,85 a 43,32/, Tambien - 
hay un descenso de LDH^ (0 ,001>p), bajando de 42,14 a 
3 0,50/, y de las subunidades H (0,001)p), de 67,15 a 
56,67/. la disminucidn de LDH^ no resultd significatif 
va. De la comparacidn con el grupo de frio de 11 dias 
se deduce que hay un descenso significative (0,001^p) 
de la isoenzimas 2 , bajando de 18,52 a l4,50?^« la dis^  
rninucidn de LDH^ y de las subunidades H, as i como el 
aumento de las isoenzimas 3 , 4 y 5 y de las subunida­
des M, no resultaron ser cambios significativos con - 
el mayor tiempo de adaptacidn al frio, Algo similar o^ 
curre cuando se comparan los dates de actividad rela— 
tiva del grupo de frio de 60 dias con los del grupo — 
de frio de 30 dias, observandose una disminuci6n sig- 
nificativa (0 ,05>p/0 ,02) de la LDH^, bajando de 16,38 
a 1 4 ,50/, mientras que el descenso de las isoenzimas 
1 y 4 y de las subunidades H, as i como el aumento de 
las isoenzimas 3 y 5 y de las subunidades M, no resu_l 
taron ser cambios significatives producidos por el ma 
yor tiempo de adaptacidn al frio.
En resujnon, se observa un aumento significatif 
VO de las subunidades M com un en los tres grupos expe^ 
rimentales (F i g . 15). Este aumento es, ademis, parale^ 
lo al tiempo de adaptacidn. Se observa también un au­
mento significative de las isoenzimas 4 y 5 cuando se 
comparan los grupos expérimentales con el control, su 
m^ndose a este aumento la isoenzima 3 en el caso de — 
los grupos expérimentales de 30 y 60 dias. TambicSn se 
puede ver en esta comparacidn una disminucidn de la i 
soenzima 1 y, IcSgicamento, de las subunidades H,
Si se comparan los grupos expérimentales entre 
si, no hay diferencias significativas, excepto en la
&<
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LDH^, la cual va disnixnuyendo a modxcia que aumenta el 
tiempo de adaptaci6n a 8±25C, después de un ascenso i 
nicial (Fig. 15)*
-b .-Experiment o ni9 2 
- i .-Actividad total.-
En la tabla XV se muestran los datos sobre la 
actividad total, expresada en nmoles de N.^DH oxidados 
por min por animal, obtenidos en este (jrupo de experi.
mentes. Se ve que la actividad total del grupo de ---
frio de 20 dias es significativamente mayor (0,001^p) 
que la del grupo control, teniendo este dltimo un v a ­
lor medio de 937» mientras que el primero muestra una 
actividad media de 1473. El grupo de frio desde nedru 
la, con una actividad media de 4492, résulta signifi- 
cativamente mayor (0,001^p) nue los otros dos grupos.
- i i .-Actividad especlfica.-
En cxianto a la actividad especlf ica, expresa— 
da en nmoles de N.ADH oxidados por min por mg de prote^ 
na del sobronadante, cuyos dates se encuentran tamT,^ — 
bi<5n en la tabla XV j el grupo de frio desde neurula - 
mostrd el valor medio mds alto, 2016, siendo signifi— 
cativamente mayor (0,G01>p, en ambos casos) que e1 -— 
control, 1020, y que el grxipo de frio de 20 dias, —  
1450. A su vez, el grupo de frio de 20 dias, resultd 
ser significativamente mayor (0,001>p) que el control.
As 1 pues, hay un aumento de la actividad espe 
clfica, al igual que en el caso de la actividad total, 
con la adaptacidn a 290, siendo mayor este aumento 
con la adaptacidn a largo plazo (frio desde neûrula)•
.-iii.-Act ividades relativas de las is oenzirnas y de -- 
las subunidades.-
1. - lie t erogene idad de la LDH^.~
S e gdn se ha dicho en el apartado IV,2.A, el - 
grupo de animales del experiment o n 9 2, correspondien-
TABLA XV
ACTIVIDADES TOTAL Y ESPECIFIGA DE LDH ( SUBUNIDAD M HIBRIDA) EN 




(nmoles NADH/ 937 + 170 
/min/animal
CALOR PRIO 20 DIAS PRIO NEURULA
(g) (5) (10)




1 0 2 û ± 2 0 0  1706+ 172^  1450±:160^ 2.016 ±:390^
Lob resultados se expresan como la media dz la desviaci6n tl-
pica.
Lntre paréntesis el ndmero de animales en el grupo. 
(ÿ  ) Aumento signif icat ivo ( p^:;[ 0,00l)
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te a la puesta n93, resultd heterogenoo para el tipo 
de LDH^, detectdndose en el grupo adaptado a tempera- 
tura ambiante, control, 2 animales que poselan una 
LDH^ "rdpida", 10 con LDH^ "intermedia" y 4 con LDH^
"lenta". En el grupo de frio de 20 dias se observaron 
3 de velocidad electrofordtica rdpida, 11 de veloci—  
dad intermedia y 2 de velocidad lenta. En el grupo de 
frio desde ndurula se apreciaron 3 animales con LDH^ 
de tipo rdpido, 9 de tipo intermedio y 4 de tipo len­
to, Se emploaron, en este experimento, solo los datos 
correspondientes a aque11os animales que mostraron u— 
na LDH^ de tipo intermedio (tambidn llamado subunidad 
M hlbrida) a cfectos de las actividades relativas. La 
figura l6 ilustra, de alguna manera, las diferencias 
en la velocidad electrofordtica descritas en lecturas 
del densitdmetro de zimogramas correspondientes a mue^ 
tras de sobrenadantes de animales en el es tado 33 del 
desarrollo. Es de notar que el pico de esta isoenzima, 
L D H ^ , del grupo que mostrd el tipo intermedio tiene — 
una base mds ancha que los correspondientes a los o-— 
tros dos, comenzando esta base, con respecto a la ve —
1ocidad electrofordtica, a la altura en que està uno 
de los dos tipos extremos y terminando a la altura —  
del otro; en algunos casos, se han podido distinguir 




Los datos obtenidos referentes a las activida 
des relativas de este grupo de expérimentes se pueden 
ver en la tabla XVI. De la coinparacidn entre el grupo 
control y el de frio de 20 dias, se desprende la exi^ 
tencia de los siguientes cambios significatives: a) -
aumento de LDH^ (0 ,001>p), pasando de 15,82 en el gru 
po control a 21,77/^ en el de frio; (0 ,001j>p), pa
sando de 11,86 a 17,2 5/^ ; y del porcentaje de subuni d a 
des M ( 0,001)>p) , siendo 35,08 en el control y 42,91'/^  
en el grupo de frio, b) Disminucidn de la isoenzima 1
LENTA
I,DH
-Fig, l6a,- Electroferograma y curva denaitomd— 
trica de las isoenzimas de LDH de Discoirloeeus 
pictus pictus variedad a manchas en el estado 33 
del desarrollo, LDH^ lenta* Os orlgen*
intermeôia
LDH
-Fig. l6bElectroferogrmma y curvs 
trica de las isoenzimas de LDH de 
pictus pictus variedad a manches en #1 esfedo 31 




-Fig. l6c.- Electroferograma y curva densitom^- 
trica de las isoenzimas de LDH de Dis coglossus 
pic tus pic tus variedad a manchas en el estado 33 
del desarrollo. LDH^ râpida. Oî origen.
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TABLA XVI
VARIACIONES EN LAS ISOENZIMAS DE LDH (^) EN LARVAS DE DIS- 
COOLOSSUS PICTUS (ESTADO 55 ) SOMETIDAS A BAJA TEMPERATURA 
(subunidad m HIBRIDA).
ISOmZIMAS(^) CONTROLES BRIO (8) PRIO(8)
(20 dias ) (desde neùru:
LDH 1 44,n i  3,15 32,02t 3,14 26,851 5,4
2 13,231 3,92 13,121 3,68 15,5512,67
3 15,82±1,14 21,771 1,96 18,711:0,84
4 11,861  0,50 17,251 2,02 18,64ll;95
5 14,98±1,60 15,80± 3,63 20,241 3,88
SUBUNIDADES (^)
H 64,9211,24 57,091-3,16 52,531 4,94
M 35,08±1,24 42,91± 3,16 47,471 4,94
Los resultados se expresan como la media î. la desviaci6n 
tlpica.
Entre paréntesis el nûmero de animales por grupo#
Todos los cambios son significativos en relacidn con los 
contrôles excepto para la LDH-2#
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(0,0 01>p), bajando de 44,11 a 3 2,06';'i, y de las subuni. 
dades H (0,001>p), mostrando el control un 64,92;/o y el 
grupo de frio un Los restantes cambios, dismi^
nuci6n de LDR^ y aumento de LDH^, no resultaron signif 
ficativos•
Se apreciaron, ademds , en la comparaci<5n del 
grupo de frio desde nëurula con el grupo control, las 
siguientes diferencias significatives; a) mayor por—  
contaj e (0,001>p) de LDH^, siendo del orden de 18,72; 
de LDH^ (0,OOl^p), subiendo a 18,64; LDH^ (0,001>p), 
que result6 ser de 20,24 frente a 14,98 del grupo con 
trol; y de las subunidades M (0,001>p), siendo en es­
te grupo de frio del orden de 47,47/0. b) Menor porcen 
t a j e de LDH^ (0,G01>p), con un 26,85; y de las subuni. 
dades H (0,001>p), bajando a 52,53. El aumento de LDH^ 
no result<5 signif ica tivo .
La comparaci(5n del grupo de frio desde nouru— 
la con el de frio de 20 dias arrojd el siguiente ba—  
lance ; a) aumento significativo de LDH^ (0 ,05^P^0 ,02), 
con un valor de 20,24^, f rente al 15,80 que posee el 
grupo de frio de 20 dias; aumento del porcentaje de - 
las subunidades M ( 0,05>P/^0,02) , de 42,91 a 47,47^. b ) 
Disminuci6n signif icativa de: LDH^ ( F , 05/»P^0 , 02) , de 
32,06 a 26, 85/0 ; LDH ( 0, 01>p>0, OOl) , de 21,77 a 18,72; 
y de las subunidades H (0,05>P^0,02), de 57,09 a -- 
52,53/0 • Los aumentos de las isoenzimas 2 y 4 no resu^ 
taron significativos.
En resumen, la adaptacidn a 81250 produce un 
aumento s ignificativo de las subunidades M (Fig. 17), 
aumento que es mds acusado en lo que se podrla llamar 
"adaptacidn a largo plazo". Es t o lleva consigo el au­
mento en la actividad relative de las isoenzimas mds 
catddicas (LDIÎ^, LDH^ ) . S in embargo, no se observa un 
aumento de LDJT^ con la adaptacidn a la ba j a temperatu 
ra a " corto plazo", que vaya desapareciendo a medida
te
<
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que progrèsa el tiempo de adaptacidn, como se pudo —  
constatar en el grupo de experimentos del apartado an 
terior (T V ,2.A.a.iii•11).
-B.-Adaptacidn al calor.- 
-a.-Actividad total.-
Los datos correspondientes a la actividad to­
tal del grupo de animales de la puesta n?3 adaptados 
durante 11 dias, desde el estado de botdn caudal has- 
ta el 33 de desarrollo, a 29^250, se encuentran en la 
tabla XV , en la cual se dan tambien los resultados 
de las comparaciones con los dis tintos grupos de 1 ex­
periment o n5 2 de frio (I V .2.A ,b .i ) , expuesto anterior 
mente. En la comparaci(5n con el grupo control del cita 
do experimento, se encontrd un aumento significativo 
(0,001^p) de esta actividad, expresatfe en nmoles de 
N\DH oxidados por min por animal, siendo de 937 en el 
grupo control y ]487 en el que nos ocupa. Si se compa 
ra este dltimo con el grupo de frio de 20 dias de a—  
quel experimento, se ve que hay un aumento no signif j. 
cat ivo con la adaptacidn al calor. S in embargo, la a— 
daptacidn al frio desde ndurula, produce un aumento - 
en la actividad total, con un valor de 4492, signifi— 
cativamente mayor (0,OOl^p) que el que produce la a-- 
daptacidn al calor.
- b .-Actividad especlfica.-
En cuanto a la actividad especlfica, expresa­
da en nmoles de NADH oxidados por min por mg de protei^ 
na del aobrenadante, la tabla X\^  muestra tambidn —  
que el grupo adaptado a 29&25C, con un valor medio de 
esta actividad de 1706, posee cifras significativamen 
te mayores (0,001)>p) que las del grupo control del ex 
périmento n 5 2 de frio citado (I V .2.A .b .ii), con un va 
lor medio de 1020, y que las del grupo de frio de 20 
dlas (0,02>p>0,01) de aquel experimento, con 1450. —
S in embargo, resultaron significativamente menores —
(C,001>p) que las exhibidas por el grupo de frio des­
de néurula, con unos valores medios do 20l6, tambidn 
de aquel experimento#
- c .-Actividades relativas de las subunidades y de las 
is oenzirnas•- 
-i.-Heterogeneidad de la LDH^,-
Puesto que los animales de este experimento — 
proceden, al igual que los del experimento n?2 de -— 
frio, de la puesta n53, resultaron heterogeneos en el 
tipo de IDH^, Se observaron 4 animales del tipo rdpido, 
10 del tipo intermedio y 2 del tipo lento, utilizandp^ 
se, a efectos de las medidas de actividad relativa, -, 
solo los datos correspondientes al tipo intermedio, — 
por ser el grupo mayoritario y porque sus contrôles - 
son los del experimento n?2 de frio.
-ii.-Actividades relativas.-
En la tabla ]{VII se detallan los resultados 
obtenidos en este experiment o con respecto a las actd^ 
vidndes relativas de las isoenzimas y a las subunida­
des de la LPH. Tambidn so muostran las comparaciones 
con el grupo utilizado como control en el experimen- 
to n 5 2 de frio (I V .2.A .b .iii.11), descrito anterior—  
monte. Esta comparacidn es posible porque, como se —  
describid en material y mdtodos, pertonecen a la mis- 
ma puesta. As 1, se observa que, con respecto al grupo 
control, hay un aumento s ignif icativo (0,C01)^ p) do —  
las isoenzimas 2, 3 y 4, poseyendo la una activi
dad relativa de 23,35d on la adaptacidn al calor, fren 
te al 13,23/0 del grupo control; IDH^, 22,3 2 frente a 
15,8 2/0 ; y LDH^, l6,46 frente a 11,8670. Por otro lado, 
se aprecia una disminucidn significative (0 ,001^p) de 
las isoenzimas 1 y 5 ; si el grupo de 29^250 posee —
31, 54)0 de media de I D H ^ , el grupo control tiene un —  
44,ll;o, y , en cuanto a LDH^, 6,33 y l4 ,98/0 respectiva 
mente. Las diferencias entre les percentaj es de las - 
sulninidades II y M, disminucidn del de las primeras
TABLA XVII
VARIACIONES BN LAS ISOBNZII-IAS DR LDH {%) BN LARVAS DE DISCO 
GL033Ü3 PICTUS ( ESTADO 33) 30KBTIDA3 A TEl-ÎPERATURA ELEVADA 
(29 aC±2) (subunidad M HIBRIDA)
ISOENZIMAS (^) CONTROLES (s) CALOR (il dias) (s)
LDH- 1 44,U t  3,15 31,54412,90
2 13,23t 3,92 23,35 tl,92
3 15,82 + 1,14 22,32+1,85
4 11,86+0,50 16,46+2,76
5 14,98±1,60 6,33 + 1,77
SUBUNIDADES (^ )
H 64,92 ±1,24 64,33± 3,22
M 35,08+ 1,24 35,67±3,22
Los resultados se expresan como la media ±  la desviaci6n 
tlpica.
Entre paréntesis el némero de animales por grupo 
Todos los cambios de las isoenzimas son significativos
(p< 0,001).
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■y auincnto de las se^undas, no resultoron sicnificatl- 
vas .
Si se comparan les resultados del grupo de —  
fric de 20 dias del experimonto n 9 2 de frfo con les - 
del grupo de calor, se observa un aumento significatif 
vo con la adaptacidn a 29±29C de LDH^, (0,001>p), pa—  
sando de 13,12 del grupo de frio a 23,33%, y del por- 
centaje de subunidades H (o,001>p), de 57,09 a 64,33.
Se observa también un a disnîinuci6n s ignif icativa ---
(0,0015p) de LDH„, siendo 6,33% en la adaptacidn al - 
calor y 15,80 en e 1 grupo de frio; y de las subunida­
des M (0,001>p), bajando de 4 2,91 en el grupo de frfo 
a 35,67 en el adaptado a calor. La disminuci6n de —  
LDH^ y LOH^^ y el aumento de LDH^ no resultaron signi— 
fi cat ivos.
En la cornparaci<5n con el grupo de frfo desde 
nourula del experimonto n?2, se puede observer un au— 
mento significative de LDH^^ ( 0 , 05/'P>0,02) , pasando de
26,85 a 31,54%: I'D H 2 (0 ,0015»p), toniendo 15,55 el gru
po de frfo y 23,35% el que nos ocupa; IDH^ ( 0,001)> p) , 
de 18,72 a 22,32%, y de las subunidades H (0,001>p), 
de 52,53 a 64,33%. Tarnbién se puede observer un a dis- 
minuci(5n significativa de LDH^ (0,001>p), bajando de 
20,24 a 6,33%, y de las subunidades M (0,001^p), de - 
47,47 a 3 5 ,67%. Ta disminucidn de LDH^ no result<5 sijg 
ni ficativa.
De manera que, si bien la cornparaci6n con el 
grupo control no arroja una evolucidn opuesta del mo­
dèle de isoenzimas a la de la adaptacidn a 8t29C, la 
adaptacidn a 29±29C origina un modelo en cierto modo 
opuesto al producido por la baja temperatura, sobre - 
todo cuando esta illtirna adaptacidn le es a largo pla- 
z o .(Fig. 17).
-V.-RESUMED GENERAL DE LOS ROSUI-T ADOS . -
-1,-Adaptaci6n al frio.- 
-A,-Frecuencia cardiaca.-
Se observa que la adaptacion a 8i29C y fotope 
r.iodo reducido produce un descenso significative de — 
la frecuencia cardiaca, tanto en hembras adultas como 
en larvas al estado 33.
-B.-Consume de oxigeno.-
Se ha apreciado un descenso en el consume de 
oxfgeno de las larvas en el estado 33 del desarrollo 
paralelo al de la temperatura de medida, tanto en los 
animales actives como en les anestesiados• Por lo tan 
to, el métabolisme, la tasa metabdlica y el consume - 
de oxfgeno por mg de peso hiîmcdo, tanto en condicio —  
nes de actividad como en condiciones estandar (aneste_ 
siados), muestran un descenso paralelo al de la tempe^ 
ratura. La adaptacidn a 8L29C hace que este descenso 
sea adn mâs pronunciado, excepte en el case del consu 
mo de oxfgeno de los animales adaptados a frfo anes te^  
siados y medidos a 109C, el cual es mayor que el del 
adaptado a 1S±29C active, y en el case del métabolis­
me estandar, mayor que el de los animales adaptados a 
esta dltima temperatura; este se podria deber posibl^ 
mente a un efecto secundario del anestésico.
Estes resultados implican también que el consu 
mo de oxfgeno en el estado 33 del desarrollo de —  
pictus pictus présenta un fendmeno de aclimatacidn o 
compensacidn inversa segdn el modelo descrito por -— 
Precht (1958), puesto que el consume de oxlgeno de los 
animales adaptados al frio medido a 109C es mener que 
el de los animales adaptados a temperatura ambiente - 
medido también a 10 90.
-C.—Dimensiones corporales.-
La adaptaci&n a las condiciones expérimenta-— 
les produce, en el animal adulte, un a pérdida no sig?- 
nificativa de peso. Mientras que, en el estado 33, la
adaptaci6n a largo plazo, produce un aumento signifi­
cative de la longitud del cuerpo, aunque, a corto pla 
zo (20 dfas), haya un aumento no significative del ta 
maho de la region céfale-truncal y una disminucidn - 
significativa de la regidn caudal,
- D ,-Actividades de la LDH,- 
-a.-Actividad total,-
Se observd un aumento general de esta activi­
dad, significative en todas las larvas en el estado - 
33 adaptadas al frfo. , . . .
-b.-Actividad especffica por mg de tojido fresco,-
Se ha apreciado también un aumento general de 
esta actividad en los tejidos de hernbra adulta exami- 
n a d o s , excepte en el corazdn de las de invierno, con 
la adaptaci(5n al frfo. Este aumento es significative 
solo en el case del cerebro del animal adaptado a con 
diciones expérimentales de frie y en el hfgado y cer^ 
bro de Jos animales de invierno,
-c.-Actividad espocifica por rng de proteina.-
Aquf se observ6 un comportamiento diferente - 
entre los tejidos de los animales adultes y las lar—  
vas en el estado 33 . Mientras que en los prirnoros la 
adaptaci(5n a beja temperatura produjo un ligero descen 
so de actividad, significative solo en el case del co» 
razdn de hembras adaptadas experimentalrnente, en las 
larvas indujo un aumento que fu(? significative en to- 
dos los cases.
-d.-Actividades relatives de las isoenzimas y de las 
s ubun i d ade s .- 
-i.-Isoenzimas.-
- L D H ^ : En todos los cases, se observd un descenso de
esta isoenzima. Este descenso fuë significative en el
caso del hfgado y del coraz6n del adulte adaptado a - 
8dc29C, y en el hfgado y el cerebro del adulte de in­
vierno, En las larvas on el estado 33, en todos los - 
cases resultd significative.
-LDH^: Ee observ(5 un descenso en el percentage de esta 
isoenzima en todos los cases, excepte en el cerebro — 
del adulto adaptado experimentalrnente al frfo, y en 
las larvas expuestas a 8±29C durante 11 dfas y las ex 
puestas a esta temperatura desde el estado de n^urula. 
Este descenso era significative en el hfgado y cora-- 
z6n de adultes adaptados experimentalrnente a baja tern 
peratura,
-LDiy ; Se aprecid aquf un aumento en todos los expori 
mentes, excepte en les del hfgado de animales adultes 
adaptados experimentalrnente al frie. Este aumento ré­
sulté significative en el cerebro de este dltimo gru­
po de animales y en el corazdn del adulto de invierno. 
En la larva en el estado 33 fud significative en to—  
dos los casos, excepte en la adaptacidn a corto plazo 
(il dfas) a baja temperatura.
-LDTT^ : Con respecte a esta isoenzima, la adaptacidn al
frio produjo un aumento en todos los casos, excepte - 
en les del blgado y el cerebro de les. adultos adapta­
dos experimentalrnente y en el higado del adulto de in 
v i o r n e . Este aumento resultd significative en el caso 
del corazdn del adulto adaptado experimentalmente y - 
en todos los expérimentes sobre larvas al estado 33 «
-LDTT^: Tambi(5n se observ6 un aumento de esta, isoenzi­
ma en todos los casos, excepte en el cerebro del adu^ 
to adaptado experimentalmente y en el corazdn del a-- 
dulto de invierno. Este aumento fu(5 significative en 
el caso de 1 coraz(5n del adulto adaptado experiment al­
mente y en el cerebro del adulto de invierno, y en —
las larvas en el estado 3 3, en todos los casos, excep 
to en los adaptados al frlo durante 20 dfas.
-ii•-Subunidades,-
-M.-IIay un aumento en el porcentaje de subunidades M 
inducido por el frlo. Este aumento result# significa­
tive en el caso del hfgado y el corazdn del adulto a- 
daptado experimentalrnente a 81:290, ayuno y obscuridad 
y en el cerebro del adulto de invierno. En el estado 
3 3 , el aumento fu# significative en todos los casos. 
El cerebro del adulto adaptado experimentalmente mos- 
tr<5 un descenso no significative en el porcentaje de 
estas subunidades,
-H.-L#gicamente, en este caso, el efecto del frfo re­
sult# ser jus tarnente el inverse del descrito en las — 
subunidades M,
Entonces, segiin los dates recogidos, la adap^ 
taci#n al fr£o, tanto experimental como natural, par^ 
ce ojercer una influencia sobre Pis c oglos sus pictus — 
pictus, tanto en el animal adulto como en la larva en 
el estado 3 3, con ciertas semejanzas entre estos dos 
casos. Esta influencia se traduce en los efectos des­
crito en las lineas de mds arriba.
-2.Adaptaci#n al calor.-
En este caso, se van a resumir los resultados 
del grupo de animales en el estado 33 adaptados a 29* 
±2 9C en comparacidn con los tres grupos del experimen 
to n 9 2 de frfo,
-A.-Dimonsiones corporales,-
Hay un aumento no significativo del tamano —  
frcnto al grupo control, adaptado a temperatura ambien 
te (20i29C); un aumento no significativo de la regi#n 
cefalo-truncal y significativo de la regi#n caudal --
Trente al grupo do frlo de 20 d£as, y un descenso sig 
nificativo del tamano total Trente al grupo de frfo - 
desde ndurula.
—B *-Actividades de la LDH,- 
-a.-Actividad total,-
S e produce una elevacidn significativa de es­
ta actividad con respecto a la del grupo control; un 
aumento no significativo Trente al grupo de Trio de - 
20 dfas y un descenso significativo Trente al grupo - 
de Trio desde néurula. De modo que la adaptaci#n al - 
calor produce un efecto semejante al producido por la 
adaptncidn al frfo durante 20 dfas, pero inferior, en 
cuanto a crecimiento, que el de la adaptacidn al frfo 
a largo plazo,
-b.-Actividad especffica.-
Sn cuanto a la actividad especffica con respe£ 
to al contenido de proteinas, se ha encontrado un au­
mento significativo con respecto al grupo control y - 
al grupo de frfo de 20 dfas, y un descenso significatj. 
vo Trente al grupo de frfo desde néurula. De modo que 
la adaptacién al calor produce sobre esta actividad - 
un efecto superior a la adaptacién al frfo durante 20 
dfas, pero inferior a la adaptacién a 8i29C a largo - 
plazo, en cuanto a aumento de esta actividad,
-c.-Actividades relatives de las isoenzimas y de las 
subunidades,- 
-i.-Isoenzimas,-
Se ha observado una disrninucién en el porcenta 
je de esta isoenzima con respecto al grupo control, — 
significativa, y los animales adaptados al frfo duran 
te 20 dfas, no significativa, Frente al grupo adapta— 
do a frfo desde néurula, se observa un aumento si^ 
nif icativo,
-LDH^î 8e observé un aumento significativo de esta i-
soenzima frente a los otros tres grupos: control, --
frfo desde 20 dfas y frfo desde néurula,
- L D H ^ : La adaptacién al calor produce un aumento en -
esta isoenzima frente al grupo control y los dos de — 
frfo considerados, Este aumento résulté significativo 
en el primer caso y en el de frfo desde néurula,
-LDH^^: Esta isoenzima résulté significativamente sup^ 
rior en el grupo adaptado al calor frente al control. 
Sin embargo, era menor, pero no significativamente, - 
frente a los otros dos grupos,
-LDH^: En este caso, la isoenzima 5 del grupo adapta­
do a 29*29C résulté significativamente inferior a la 
de los otros tres grupos,
- i i ,-Subunidades,-
-M. — En comparacién con las larvas adaptadas a tempera 
tura ambiente, se produce un aumento no significativo 
de es tas subunidades con la adaptacién al calor. En —  
comparacién con los dos grupos de dates de los anima­
les adaptados al frfo, se observé siempre un descenso 
significativo en el procentaje de subunidades M,
-H,—Se observé juste lo contrario de lo que se ha des^ 
crito para las subunidades M,
-3 . —Ileterogonoidad de la LDH^,-
Se ha observado una h e terogeneidad en la LDH^ 
en todos los grupos de expérimentes sobre las activi­
dades relatives de las isoenzimas de LDH, .la cual es 
independiente de 1 tipo de adaptacién. Esta heteroge—  
neidad consiste en la presencia de tres tipos de LDH^ 
segiin la velocidad elec troforética: "répida", con un
pico en el densitograma de base estrecha;"intermedia", 
con un pico de base aricha y la discincién, en algunos 
casos, de 5 sub-bandas; y "lent a " , con un pico de base
estrecha; los extrenios del pico intormedio coinciden, 
en cuanto a distancia desde el origeii, con los picos 
répido y lento. 3n el supuesto de que las isoenzimas 
de LDH de pictus pictus variedad a manchas, como - 
en la mayorfa de los vertebrados, sean tetrérneros com 
puestos por solo dos tipod de subunidades, estas dife 
rencias en la velocidad elec trof orética de la LDH^ pjo 
drfan estar originadas por la existencia de varies ti 
pos de subunidades M, dependientes de alelos del 1^—  
eus M, de forma que se podrfa hablar de subunidad M — 
répida, constituyente de la LDH répida, subunidad M 
hfbrida, constituyente del tipo intermodio, y subuni­
dad M lenta, constituyente del tipo lento. Ssto se pu£ 
de apoyar también en que la heterogeneidad de la LDH^ 
se refieja, ademés, en las restantes isoenzimas que — 
contienen en su estructura tetramérica subunidades M, 
de forma que, por ejemplo, cuando la LDH^ es lenta, - 
las isoenzimas 4, 3 y 2 muestran también mener veloci 
dad electroforética (Fig. l6); si la velocidad es in­
termedia, los picos de estas otras tres isoenzimas - i -  
exhiben a su vez una base més ancha que en el caso de 
los modèles de los animales que poseen cualquier otro 
de los dos tipos de L D H ^ ,
Se ha podido observer que, al rnenos en la zona 
donde han side capturados los animales adultos, el t^ 
po de LDH^ rdpido parece ser el més frecuente. En la 
pues ta n93; donde las proporciones de animales con —  
LDH^ répida-intermedia-lenta parecen aproximarse al - 
modelo 1-2-1, no se pudo de terminer el fenotifie LDH^ •» 
de los padres, por lo que la informacién genética al 
respecto no esté compléta.
-4.-Km de las isoenzimas de LDH para el lactato.-
La adaptacién a baja temperatura en el adulto 
produjo un ligoro aumento en la Km para lactato de - 
LDH^ y una disminucién de dicha constante en las isoen
zimas restantes. Estos cambios no rosnltaron significa 
tivos y, por lo tanto, no fuoron considerados como in 
dicativos de ning'una causa. Los valores de esta Km - 
son mfinimos en la LDH^ , del orden de 4mM, y méximos — 
en la LDH ^ , del orden de l4mM, siendo los valores in— 
termedios crecientes de la LDIT^ a la LDÎÎ^ , indicando 
que las isoenzimas anédicas tienen aparenternento més 
afinidad por el lactato que las catédicas (Fig. l4),
DISeusION
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Es sabido que la temperatura altera la fre—  
cuencia cardiaca, de manera que en los poiquiloter—  
m o s , un ambiente frfo provoca bradicardia. Esta bradi. 
cardia parece estar originada, en los anfibios anii—  
r o s , por un aumento del tiempo de repolarizacién (Bra 
dy, 1964), Ademés, la fase activa de la contraccién 
muscular del ventrfculo cardiaco de anfibios anuros, 
esté ajustada de tal manera que ocupa solo la mitad 
del ciclO; indèpendientemente de la frecuencia del latido, 
lo cual, asegurarfa un perfodo de recuperacién que, 
indudablernente, es necesario para la supervivencia; 
dicho de otra forma, el pico méximo de contraccién - 
ventricular responds al final de la fase 3 de la re­
po] arizacién, que sehala el final del proceso, indo- 
pendientemente de la duracién de la repolarizacién. 
Estas observaciones se han obtenido a partir de ani­
males adultos de espocies del género R a n a ,
Por otro lad o , otros autores han apuntado un 
descenso en la frecuencia cardiaca con la adaptacién 
al frfo, si bien apuntan un aumento en los dos primo^ 
ros dfas de adaptacién a la nueva temperatura en Ra- 
na tempo raria (Barri, 197^b). También se han descrito 
ajustes compensad ores en la frecuencia cardiaca de o_ 
tras espooles del gênero R a n a , en funcién de la ten- 
sién de oxfgeno, frente a la aclimatacién térmica, - 
aunque son experimentos realizados en animales sumer 
gidos (Jones, 1972).
Por tanto, la disminucién en la. frecuencia car 
diaca observada en nues t ros experiment os , tant o en and. 
ma]es adultos como en larvas al estado 33, a conse—  
cuencia de la adaptaci én a] frfo, podrfa deberse a ^ 
un efecto dirocto de la temperatura sobre la funcién 
cardiaca.
A d e m é s , cons iderando la solubilidad del oxf-
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geno en el a g u a , los poiquilotermos acuéticos se en- 
frentan con una demanda de oxfgeno igual o menor a - 
baja temperatura, en un medio donde la tensién de e^ 
te gas es més elovada que a alta temperatura, con lo 
que la disminucién de la frecuencia cardiaca esté -- 
combinada probablemente con ajustes en la eficacia - 
de la extraccién y la tasa de ventilacién para asegu 
rar un aporte de oxfgeno adecuado en cada situacién 
(Hazel y Prosser, 1974), pictus pictus adulto es
un anf.i.bio semiterrestre, por lo que este problema - 
resultarfa de menor importancia; no obstante, si con 
el frfo el animal entra en torpor, los requerimien-- 
tos de oxfgeno podrfan disminuir paralelamente a las 
necesidades energéticas, con lo que descenderfa la - 
frecuencia cardiaca. Estes puntos no han sido compro 
bados en nues tro laboratorio, por lo que perrnanecen 
como meras especulaciones, Sin embargo, las larvas - 
de jD. pictus pictus f un ci on an como poiquilotermos a— 
cuéticos, con lo que el descenso de la frecuencia -- 
cardiac a , que se rnantiene en niveles seniejantes aun— 
que la adaptacién al frfo sea a largo plazo, estarfa 
de acuerdo con un aumento, no comprobado en nuestras 
condiciones, do la tensién de oxfgeno del medio, asf co 
mo con un descenso en los iBquerimient os de oxfg;eno, me- 
didos a través del consume de oxfgeno de todo el ani. 
mal. Por otro lado, se ha podido apreciar, si bien - 
no se dispone de dates suficientes al respecto, un aumen­
to en la i * ecuencia cardiaca de las larvas en estado 
33 adaptadas a 29* 2 9C.
Se han descrito multitud de casos de compen- 
sacién parcial o perfecta, segén el modelo de Precht, 
en el consume de oxfgeno en muchos poiquilotermos a- 
cuéticos, incluidos los peces (Presser, 1973, Hazel 
y Presser, 1974). Por otro .lado, se han observado —  
también casos de coinpensacién inversa en el consume 
de oxfgeno f rente a la temperatura en diverses anfi— 
bios adultos, lo cual se ha. reiacionado con la exis-
tencia de torpor inducido por el frfo (Packard, 1972; 
Fitzpatrick et al. 1971, 1972; Dunlap, 1971, 1972; - 
Holzman y McManus, 1973), puesto que este modelo de 
compensacién podrfa producir un mantenimiento de las 
resei"vas motabélicas durante los periodos de torpor. 
En nues tras observaciones se ha podido constatar que 
D . pi etus pictus en el estado 33 del desarrollo mue£ 
tra compensacién inversa en el consume de oxfgeno de 
todo el animal adaptado a l8t29C y a 8î29C. La Qjq £ 
levada (préxima a 2) del consume de oxfgeno de las - 
larvas adaptadas a 81.290 entre 10 y 2090, podrfa ser 
indicative de una compensacién del métabolisme frente 
a temporaturas suporiores a las de adaptacién peer - 
que la que muestran las larvas adaptadas a I8l2 90 —  
(Hazel y Prosser, 1974) ; y la disminucién de la Qj^q 
de 3 as larvas adaptadas al frfo al rnedir el metabo—  
lismo a 20 y 25-0 podrfa estar relacionado con un —  
descenso de la temperatura létal superior de est os a 
ninmles a consecuencia de la adaptacién (Prosser, -
1973). 8 in embargo, en el caso de las larvas en el - 
estado 33, no se puede hablar de torpor en el senti­
de de lotargo absolute con el frfo, puesto que muos- 
tran actividad esponténea (incluida la alimentacién) 
durante la adaptacién al frfo, aunque algo disminui- 
da frente a las larvas adaptadas a temperatura ambien 
te, segén se ha podido observar.
La disminucién de la frecuencia cardiaca es 
une de los factores que entran en juego en el feném£ 
no del sueho invornai (hibernacién) de los anfibios.
S in embargo, otros de los criterios es la inactivi—  
dad (Hrattstrom, 1970) Y ci aumento de peso (îTolzap- 
fel, 193 7). En el cas o de D. pictus pictus adulto, - 
no se ha observado variacién significativa en el pe­
so del animal entero durante la adaptacién experimen 
tal al frfo, ayuno y fotoperfodo reducido (condicio­
nes que podrfan provocar hibernacién), ni inactivi—  
dad total en los animales de invierno, lo cual podrfa
confirmar que este animal no hiberna, pero sf presen 
ta torpor.
La aclimatacién al frfo puede alterar el equl^ 
librio ijénico y, en algunos casos, el hfdrico de los 
poiquilotermos acuéticos (Hazel y Prosser, 1974). Se 
han descrito algunos casos en los que no varlan los 
iones N a ^ , Cl” y ni en el plasma ni en los teji—  
dos de algunos peces dulceacufcolas ablimatados al - 
frfo, pero s f aumenta el contenido de agua en los t^ 
jidos (Houston et al. 1968). Se ha sugerido, ademés, 
que, puesto que otras» observaciones sobre los cambios 
en las concentraciones de los iones de los peces ma­
rines y dulceacufcolas y de la misma especie de pez 
ad aptada a los dos tipos de ambiantes se producen en 
tal direccién de manera que se reduce el gradiente — 
osmético en un ambiente de frfo, podrfa existir una 
adaptacién fisiolégica para conserver energfa en ~—  
frfo, originada por una limitacién en el gasto de e— 
nergfa en lugar de un impedimento de la osmorregula- 
cién per s e (Prosser et al. 1970). Aunque la régula— 
cién iénica se altéré en temperatures bajas extremas, 
parece que se puede montenor la osmorregulacién, por 
lo monos en peces dulceacu.fcolas (Umminger, 1971 ) , me^ 
diante detorminadas substancias, identificada en al— 
gunos casos como glucosa (Umminger, 1 969, 197Ih)« En
nues tros experimentos, se ha podido detectar en — 
pictus pictus en el estado 33 adaptado al frfo a lar 
go plazo un aumento de t am ah o ; se pensé que este au­
mento podrfa estar relacionado con un aumento en el - 
contenido hfdrico del animal, al comportarse en este 
estado, en cierto modo, como un teleéstco dulceacuf- 
cola. S in embargo, posteriormente se pudo apreciar - 
que, aunque parece haber un ligoro aumento en el con 
tonido de agua do estos animales con la adaptacién - 
al frfo, el aumento del peso seco es més substancial. 
Se ha podido observar que los animales, durante el — 
pornodo de adaptacién, no avanzan en el desarrollo.
cuando esta se realiza a partir de animales en el e£ 
t ado 33, de manera que puede perrnanecer en el mismo 
estado, al monos morfolégicamonte, durante 2 meses.
D . c tus pi c tus desde el est ad o de botén caudal yÿ ' 
sobre todo, a partir del estado 30 , inicio de la pre_ 
motamorfosi3 y perfodo en el que comienza a alimentar 
se, basta el estado 4 5, inicio de la metamorfosis y 
fin de la alimentacién herbfvora, sufre un crecimien 
to paralelo a la evolucién de la organogénesis) se—  
rfa probable que la adaptacién al frfo provocase un
re tras o mayor en la organogénesis que en el creci---
miento. S in embargo, la adaptacién al frfo durante - 
20 d fas de animales en el estado 33, parece inducir 
un descenso en el t am ah o de la cola, con lo que se- — 
rfan necesarios estudios niés detallados para compro- 
bar esta bipé tes i s . For otro lado, el desarrollo se 
acelera durante la adaptacién al calor, segdn se ha 
podido observar en nues tros experiment os al respect o , 
pero no se han podido apreciar variaciones en el ta­
rn ah o de los animales adaptados a 29^290 frente a los 
adaptados a temperatura ambiente (contrôles). Asf - 
pues, en este caso, parece que no se altera la rela- 
cién entre crecimiento y organogénesi s .
Se ha observado oue la mayorfa de las enzi—  
mas glucolfticas de los poiquilotermos se caracteri— 
zan por cambios en la actividad especffica,definidos 
por la razén de esta actividad en los animales acli- 
motados al frfo a la de los animales aclimatados al 
calor (.Frfo/Calor) me did a s ambas a una temperatura - 
intermedia a las de aclimatacién, taies que la razén 
frfo/caJor oscila entre 1 y 2. Se ha podido demostrar 
esta caracterfstica en lactato deshidrogenasa de di­
verses peces (J.ehmann, 1970; Künnemann et al. 1970; 
lehmann, 1970b), habJéndose entonces de que esta en- 
zima, en estos casos, im.iestra coinpensacién parcial, 
ajustândose a los tipos descritos por Precht (1958)
( Hazel y Prosser, 1S)74 ) . Se han descrito efectos si-
mi lares en toda una serie de enzimas relacionadas, — 
en principle, con la produccién de energfa, si bien, 
las enzimas integradas en el ciclo de las pentosas — 
mostraban una razén frfo/calor de la actividad espe­
cffica por encima de 2 (Hazel y Prosser, 1974)•
S in embargo, se han descrito casos de enzi-— 
mas, también relacionadas con la produccién de ener­
gfa, que no muestran este efecto # Sirvan como ejem—  
plo la enzirna mélica, con una razén frfo/calor de 0,6, 
y la g]ucosa-6-fosfato deshidrogonasa, con una razén 
frfo/calor de 0,65 de mésculo y tejido adiposo de Ra 
na esculenta en ayunas (Baranska y Ulodawer, 1969), 
m os trando, por lo tanto, un a compensacién tipo 5 (in
versa)de Precht, Este se ha relacionado con la exis— 
tencia de fenémeiios de torpor o de letargo, siendo — 
cons istentes estas observaciones con las del consume 
de oxfgeno de animales enteros que experimentan le—
targo inducido por el frfo (Packard, 197 2; Fitzpa---
trick et al, 1971, 1972; Dunlap, 197f , 1972; Holzman 
y McManus, 1973) y con la economfa. de reservas meta— 
bélicas durante los périodes do letargo.
Por otro lado, se ha puesto en tela de juicio 
la inc]us i én de las enzimas glucolfticas en la cate— 
gorfa de enzimas compensadoras, por la observacién .- 
de que,en algunas especies de peces, ciertas enzimas 
gluco.lfticas , incluida la lactato deshidrogonasa, 
muestran adaptacién inversa. A s f , en 3 a LDH do nuls eu 
lo de dprino se han descrito adaptacién tipo 2 de -- 
Precht en la aclimatacién a 5 Y 1 5 -C (Lehmann, 3 970) 
y tipo 5 (inversa) en la aclimatacién a 5 Y 25°C -—  
(Wilson, 1973). Posteriormente, no se han observado 
cambios en la actividad especffica LDH de mésculo de 
ciprino al aclimatar al pez a 5, 15 Y 2 5 -C, realizén 
dose las medidas a estas très temperaturas, si bien 
la media de los animales de 5-8 résulté menor que la 
de los de 2 5 -C (Wilson et al. 1975). La LDH de méscu
lo del pez Lepomis cyanollus mostré también compensa 
cién inversa (M i Is on, 1973). S in embargo, se ha ob —  
servado también un des cens o significativo en la LDH 
del cerebro de este mismo pez, mientras que el més eu 
lo, hfgado, corazén y o j o de este animal no muestran 
variaciones significativas con la aclimatacién a 5 y 
239c, al medirse esta actividad a 13-C (Shaklee et - 
al, 1977); no obstante, el mésculo exhibe un descen­
so significativo de otras enzimas glucolfticas (ald£ 
lasa y piruvato kinasa) y un aumento significativo - 
de las enzimas relacionadas con la oxidacién (sucef- 
nico deshidrogonasa, citocromo oxidasa), mientras —  
que el cerebro mues tra un aumento significativo de - 
las mismas enzimas glucolfticas que el mésculo, al ± 
gual que de las oxidativas. Este podrfa ser un fndice 
de las diferontes reorganizaciones m e tabélieas eue - 
tendrfan lugar en los diforentes tejidos (el cerebro
utiliza préc ticament e solo glucos a pa.ra la produc---
cién de energfa), por lo que no serfa muy adecuado - 
hablar de que una determinada enzima en unadétermina 
da especie compensa la acciéh de la temperatura du—  
rante la aclimatacién, puesto que las respuestas pu£ 
den ser ospecfficas de tejido (Shaklee et al. 1977). 
Dasândose en observaciones de este tipo, se ha suge­
rido que la capacidad glucolftica no tendrfa por qué 
aumenba.r en el frfo, cuando el ambiente, en el caso 
de los poiquilotermos acuéticos sobre todo, es rela- 
tiv amante aerobio ( S orner o, 1973 ; Mil s on, 1973 ) , si - 
bien parece que las variaciones de la tensién de oxf 
geno, entre limites naturales, en el agua no afectan 
a las actividades enziméticas en a]gunos peces (Sha­
klee et al. 1977). Ademés, se ha comprobado, modian­
te el èmpleo de inhibidores matabélicos, la ut i.
1izacién prédominante de la vfa glucolftica para el 
métabolisme de hidratos de carbone en la aclimatacién 
a allas temperaturas, usândose rutas alternatives —  
de 1 métabolisme de hidratos de carbone (ciclo de las 
pontosas) en la aclimatacién al frfo (Hazel y Prosser,
197^)* Estos resultados no estén apoyados plenamente 
por las evidencias disponibles de las medidas direc- 
tas de la actividad catalftica de las enzimas gluco- 
liticas•
En nuestros expérimentes con animales adul—— 
tos, se ha encontrado una tendencia de aumento en la 
actividad especffica por mg de tejido, que solo ré­
sulté significativa en el caso del cerebro de los a- 
nimales adaptados al frfo experimentalrnente y en el 
hfgado y cerebro de los animales de invierno* Sin em 
bargo, la actividad especffica por mg de proteina - 
muestra en todos los casos una tendencia al descenso 
con la adaptacién al frfo, resultando solo significa 
tiva en el cas o del corazén de la adaptacién experi­
mental. Esta diferencia en la respuesta podrfa estar 
originida por un aumento en el contenido de protei—  
nas de los sobrenadeintes (punto que se ha podido ob­
servar que es cierto) que refiejase un aumento en el 
contenido de proteinas del tejido (punto que no se ha 
comprobado), si bien en algunos trabajos se han descri 
to aumentos en la sfntesis general de proteinas en - 
animales aclimatados al frfo (Hazel y Prosser, 197^)* 
No obstante, dada la variabilidad de los datos de la 
actividad especffica por mg de tejido, parece més c_q 
rrecto referirse a los datos de actividad especffica 
por mg de proteina. En experimentos realizados ante- 
riormente en nues tro laboratorio sobre adaptacién ex 
perimental de D. pictus pictus, se pudo comprobar u— 
na tendencia semejante en la disminucién de la acti­
vidad especffica por mg de proteina en fos mismos te^  
jidos examinados.
La disminucién significativa en el corazén de 
la actividad especffica por mg de proteina parece - 
guardar una cierta relacién con la disminucién de la 
frecuencia cardiaca con la adaptacién al frfo. Las — 
diferencias entre los animales adaptados experimen—
talmente y los de invierno (la actividad especffica 
de la LDH en el corazén de estos dltimos no descien- 
de significativamente) podrfa deberse a la influen-- 
cia de la dieta (los animales expérimentales perman^ 
cen en ayunas) y a que las condiciones en el hdbitat 
natural no son fijas. Conviens también recordar que 
el animal adulto durante el invierno parece que su-- 
fre un estado de torpor, disminuyendo su actividad y 
su frecuencia de alimentacién, con lo que la adapta­
cién experimental serfa una "exageracién" de lo que 
ocurre en condiciones naturales.
En el estado 33 del desarrollo, JD. pictus - 
pictus es un poiquiloterme acuâtico, siendo la respj. 
racién branquial y cuténea. Este quiere decir que d£ 
penderâ de la temperatura del medio ambiente acuâtico 
y de la tensién de oxfgeno en el agua, de forma sem£ 
jante a lo que ocurre en peces* Las observaciones - 
realizedas en este estado del desarrollo con respec— 
to a las actividades especffica y total muestran un 
aumento de ambas con la adaptacién a la baja tempera 
tura, estadfsticamente significativo en todos los ca 
SOS, y que este aumento es mâs pronunciado si la a—  
daptacién se realize desde los primeros estados del 
desarrollo* Con la adaptacién a 29*29C de larvas de£ 
de el estado de botén caudal basta el 33, se ha ob—- 
servado en nues tros experimentos un aumento signifi- 
cativo de las actividades total y especffica de or—  
den similar al de la adaptacién al frfo en el estado 
33 durante 20 dfas pero inferior al producido por la 
adaptacién a la baja temperatura desde ql estado de 
néurula.
Aunque las medidas de las actividades total y 
especffica en nues tros experimentos se realizaron a 
302c en todos los casos, es inevitable la compara— — 
cién con 16s resultados de otros autores. Asf, los - 
resultados de nuestras experiencias sobre las activi
dades especfficas en los tejidos de los animales a—  
dultos muestran una reaccidn cualitativa semejante - 
en todos los tejidos con la adaptacién al frfo, que 
con respecto a la actividad especffica por rag de pro 
teina se puede resumir en una tendencia a disminuir. 
Esto es comparable a la falta de aclimatacién e in-- 
cluso a la aclimatacién inversa descrita por otros - 
autores. Estarfa también on consonancia, en cierto - 
modo, con la explicacién ofrecida en algunos casos - 
de que este tipo de compensacién de actividad enzimâ 
tica guarda una relacién con los estados de letargo 
o torpor, estados caracterizados por presentar los a 
nimales inactividad, disminucién de la frecuencia - 
cardiaca, falta de compensacién en el consume de ox^ 
geno y aumento de peso, en el cas o de los anfibios.
Ta se ha dicho que pictus pictus disminuye la aCf» 
tividad espontânea y la frecuencia cardiaca, pero no 
aumenta el peso con la adaptacién al frfo en los and^  
maies adultos,aunque nô se tienen datos sobre el con­
sume de oxfgeno de todo el animal. Asf pues, los re­
sultados de la actividadezespecffica por mg de pro­
teina podrfan guardar cierta relacién con el cierto 
grade de torpor o, al menos, entumecimiento que pre­
sent an los animales adultos adaptados al frfo.
En el estado 3 3  del desarrollo, sin embargo, 
las actividades total y especffica auraeiitan con la a 
daptacién al frfo. En comparacién con los datos de - 
algunos autores sobre LDH de peces, esto serfa indi­
cative de cierto grade de compensacién. Sin embargo, 
con la adaptacién al calor, estas actividades también 
sufren un aumento, de forma que,si hubiese compensa­
cién, cabrf a esperar una disminucién o, al menos, un 
mantenimiento de estas actividades. Por otro lado, - 
los datos de consume de oxfgeno en este estado del - 
desarrollo implican la existencia de compensacién in 
versa en lo que se refiere al métabolisme. Se ha se- 
halado que dentro de un mismo organisme, distintas -
funciones y distintos tejidos pueden mostrar modelos 
diferentes de aclimatacién (Presser, 1973)# Sin em-- 
bargo, una disminucién del métabolisme general imp Id. 
carfa una reorganizacién tal que se podrfa esperar - 
disminuciones en las capacidades catalfticas de, al 
menos, algunos sistemas enzimdticos o la utilizacién 
del métabolisme anaerobio. No se ha medido la activi 
dad LDH de Ids animales adaptados al frfo a baja tern 
peratura para comprobar si este aumento permanece o, 
por el contrario, se reduce, puesto que como al dis­
minuir la temperatura la energfa cinética disponible 
desciende y, por tanto, la tasa de catdlisis do las 
reacciones enzimdticas (Hazel y Prosser, 197^), la - 
tasa de reaccién alta de los animales de frfo medida 
a 309C, podrfa inclus o invertirse al raedirla, por e4 
jemplo, a 102C. Por otro lado, aunque se ha descrito 
un aumento general en la sfntesis de proteinas en p^ 
ces aclimatados al frfo (Haschemeyer, 1968} I969), - 
pocos son los datos que han demostrado inequfvocamen 
te cambios en la concentracién de enzimas, ya que e£ 
tos aumentos de actividad podrfan estar originados - 
por alteraciones en los niveles de efectores (Burlin^g 
ton y Sampson, I968),
Las actividades total y especffica de D > pic 
tus pictus en el estado 33, adaptado a 29*220 desde 
el estado de botén caudal, auraentan significativamen 
te frente al control. La actividad especffica,en es­
tas condiciones,aumenta frente a la de los animales 
adaptados al frfo durante 20 dfas, Sin embargo, la a 
daptacién al frfo desde néurula provoca un aumento - 
en estas dos actividades superior al de la adaptacién 
al calor. Un poiquilotermo acudtico con una respues ta 
en el consume de oxfgeno como la de las larvas de D . 
pictus pictus en el estado 33, présenta una mayor d£ 
manda de oxfgeno a medida que sube la temperatura - 
del medio ambiente, el cual se va haciendo relativa-
mente mds hipéxico, de forma que si la homeostasis - 
circulatoria y respiratoria fuera insuficiente, se - 
producirla un aumento del metabolisrno anaerobio, con 
el consecuente aumento en la actividad LDH, Algunos 
autores han observado que los peces no sufren gran­
des cambios en sus niveles de actividad enzimdtica, 
de LDH entre otras enzimas, inducidos por cambios en 
la tensién de oxfgeno dentro de los niveles natura—  
les (Shaklee et al, 1977)#
-En trabajos iniciados en nuestro laboratorio 
y pendientes de confirmacién, se ha podido observar 
que la Km para lactato de las isoenzimas de LDH de —
D . pictus pictus parece mostrar un comportamiento - 
frente a la temperatura en forma de U, Esto es, la - 
Km a 202C tiene un valor mfnimo para todas las isoen 
ziraas, sin aiterarse el orden creciente de esta cons 
tante de LDH^ a LDH^, mientras que a 10 y a 309C —  
muest ran valores superiores a los de 20 9C , De esta — 
forma, el complejo LDH serfa mâs eficaz, por lo mè­
nes respecto a la oxidacién de lactato, a 2020. Si - 
esto resultara cierto, y si el efecto de la alta tera 
peratura sobre la actividad enzirnâtica no fuera ca-- 
paz de compensar el descenso de afinidad por el sub£ 
trato, el aumento de actividad especffica y total ob 
servado podrfa ser el resultado de una compensacién 
de la pérdida de eficacia que sufrirfa este complejo 
enzimâtico a baja y alta temperatura,
Los resultados de la actividad especffica en 
el D_, pictus pictus adulto son distintos, y en cierto 
modo opuestos, a los encontrados en las larvas al e_s 
tado 33, en lo que se refiere a la adaptacién al frfo 
La realidad fisiolégica de la misma especie en dos je 
tapas diferentes de su ciclo vital, es, posiblemente, 
muy distinta y, por lo tanto, las respuestas a un e£ 
tfmulo similar, no tendrfan por qué ser iguales, El 
animal adulto parece reducir su actividad espontânea
en mayor grado que el animal en el estado 33, segén 
se ha podido observar,
Segén han descrito multitud de autores, LDH 
estâ présente en la mayorfa de los vertebrados como 
un sistema formado por varias isoenzimas diferentes, 
siendo cinco el némero de estas mâs comén. In vitro, 
uno de estos tipos de isoenzimas, el H o LDH^, se in 
hibe con concentraciones altas de piruvato, en con­
traste con otro tipo, el M o LDH^, La LDH^ tiene ma­
yor afinidad por el piruvato y por el lactato que la 
LDH^, Basândose en estas observaciones y en la dis tri. 
bucién de las isoenzimas en los tejidos, se desarro— 
lié la teorfa "aerobia-anaerobia", segân la cual, la 
LDH^ serfa una isoenzima mâs capacitada para funcio- 
nar en tejidos con un metabolisrno aerobio predominan 
te, taies como el cardiaco y el renal, tejidos en los 
que abunda esta isoenzima, mientras que LDH^ lo esta 
rfa para funcionar en tejidos con un metabolisrno ana£ 
robio prédominante, como el mésculo esquelético, pue£ 
to que serfa capaz de catalizar la reduccién del pi­
ruvato frente a altas concentraciones de este. Por o 
tro lado, se ha propuesto que la LDH^ estâ adaptada 
especialmente para catalizar la oxidacién de lactato 
a piruvato (Kaplan y Goodfriend, 1964; Everse y Ka—  
plan, 1975).
En ^  pictus pictus se ha observado que la — 
distribucién de las isoenzimas de LDH en los distin— 
tos tejidos es similar a la descrita en otros verte­
brados, asf como el némero de estas, cinco, sépara-— 
bles en electroforesis en gel de poliacrilamida (A-— 
lonso y Torrellas, 1973): el mésculo esquelético po­
sée casi exclusivamente LDH^, mientras que el corazén 
y el rihén muestran un predominio de las isoenzimas 
con mayor cantidad de subunidades H (LDH^  ^y LDH^) , — 
las mâs anédicas. Con respecto a otros tejidos, el -
hfgado muestra un modelo intermedio con ligera predo 
minancia de las subunidades M, semejante también al 
descrito en otros vertebrados, mientras que el cere— 
bro posee un modelo intermedio con ligero predominio 
de las subunidades H,
Se ha constatado la existencia de otras cua- 
lidades en el mésculo esquelético y el cardiaco que 
parecen confirmar la aplicacién de la teorfa "aero—  
bia-anaerobia" de la LDH en estos tejidos de D^ pic­
tus pictus (de Costa et al. 1978). Asf, se ha obser­
vado que el mésculo cardiaco présenta mayor némero - 
de mitocondrias con crestas més comple j as que el mé_s 
culo esquelético, lo cual puede ser indicative de un 
metabolisrno més aerobio del tejido del miocardio,
Una alternativa a la estrategia de la produ£ 
cién de més moléculas enziméticas a baja temperatura 
es la de la sfntesis de moléculas cualitativamente - 
diferentes, que son mejores catalizadores a baja tern 
peratura que las variantes enziméticas présentes en 
los individuos aclimatados al calor. De acuerdo con 
esta hipétesis, el proceso de aclimatacién se carac- 
terizarfa por una reestructuracién bioqufmica mayor 
del organisme, de manera que se producirfan las moljé 
culas adecuadas en las cantidades adecuadas y en el 
tiempo adecuado para asegurar la constancia de la - 
funcién biolégica frente a las condiciones fluctuan­
tes del medio ambiente (Hazel y Prosser, 1974). Esta 
es, en sfntesis, la teorfa de las dos estrategias: - 
la de la "proteina euritolerante" y la de las "mélt^ 
pies variantes" (Hochachka y Somero, 1973; Somero , 
1972; 1975).
En pocos casos esté completamente claro que 
las temperaturas ambientales reducidas induzcan la - 
sfntesis de nuevas isoenzimas que no estuvieran pré­
sentes en el estado aclimatado al calor, o, al menos.
présentes en pequehas cantidades. Asf, en el caso - 
del pez Idus idus aclimatado a 10 y a 209C, el énico 
tejido que mostré induccién especffica de isoenzimas 
con la temperatura fué el hfgado (Künnemann, 1973)#
Se ha descrito la desaparicién de las isoenzimas 
1 y 2 en el hfgado de ciprino al transferir el ani-- 
mal de 4-3-C a 20-2290 (Hochachka, I965), pensândose 
que esta desaparicién esté causada por una accién di. 
recta de la temperatura ambiental elevada en la con- 
figuracién de la proteina enziraética (Hochachka, I966;
1967)» el proceso sintético estarfa controlado por la 
temperatura ambiental, diferenciéndose dos tipos de 
enzimas: las de frfo, con valores de Km més bajos en 
el frfo, siendo més adecuadas para funcionar a estas 
temperaturas con niveles fisiolégicos de substrate,
y las de calor. Més recientemente, se ha sugerido — 
que estos cambios tienen un origen en el polimorfis- 
mo genético de este pez, en lugar de en la variacién 
fenotfpica inducida por el ambiente, de forma que no 
hay alteraciones consis tentes en el modelo de isoen­
zimas inducido por la aclimatacién a la temperatura 
(Wilson et al. 1973; Shaklee et al. 1977)* En otros 
casos, se ha apuntado la posibilidad de encontrar al. 
teraciones cuantitativas en el contenido de isoenzi­
mas a causa de la adaptacién térmica en peces (Wilson 
et, al. 197.5; Shaklee et al. 1977) .
Por otro lado^' se ha observado en algunos ma 
mfferos hibernantes que este proceso induce cambios 
cuantitativos en el contenido de isoenzimas de LDH, 
detecténdose un aumento de las subunidades M en el cjo 
razén y cerebro, pero no ai el hfgado, del erizo duran­
te la hibernacién (Olsson, 1975)* También se ha apun 
tado un descens o en la tasa LDH-H/LDH-M durante la - 
hibernacién en hfgado, corazén y cerebro, pero no en 
mésculo esquelético, de ardillas, siendo solo signi— 
ficativo en el cas o del corazén (Burlington y Sampson,
1968). Si se mide a 329C, la actividad total y la ac
tividad de las subunidades M aumentan marcadamente en 
el hfgado, coraz<5n y cerebro en les animales en hiber 
naci<5n; s in embargo, si estas actividades se miden a 
139c, no se observan diferencias aparentes en el cer£ 
bro y el corazdn, aunque en este dltimo se siga detec 
tando un aumento en la actividad de las subunidades 
M# Estes cambios se explican, en principio, por la — 
disminucidn del oxfgeno disponible en les tejidos y/ 
o ep las células de les animales en hibernacidn, les 
cuales presentan un aumento en el métabolisme anaerjo 
bio del tejido cardiaco; el aumento de la actividad 
LDH M total en el higado se explica como reflejo de 
una mayor utilizacidn de lactato para la gluconeogd- 
nesis, puesto que la capacidad de métabolisme auaer^ 
bio de este tejido no varia apreciablemente durante 
la hibernaci<5n en estes animales. El aumento de la - 
actividad total se supone de acuerdo con les cambios 
coniormacionales de la enzima que resultasen de las 
fluctuaciones de efectores durante el ciclo de la 
bernacidn, en lugar de con un aumento en la sintesis 
proteica, puesto que se ha demostrado que, en les ma 
miferos hibernantes, la baja temperatura déprimé la 
sintesis proteica (Burlignton y Sampson, I968).
Otros trabajos apuntan distintas propiedades 
cinéticas a las mismas isoenzimas de LDH dependiendo 
de la temperatura a la que se midan éstas. Asi, las 
isoenzimas de LDH del mdsculo esquelético del pez Gi 
llichthvs mirabilis « capacitan a este para trabajar 
como 'hidsculo cardiacd*, segiîn la teoria "aerobia-anae 
robia”, a bajas temperatures ambientales, condicio^- 
nes de tensidn de oxigeno relativamente alta, puesto 
que la Km aparente de las isoenzimas de LDH de este 
tejido disminuye a bajas temperatures y la inhibicidn 
por substrato (piruvato) aumenta a concentraciones 
sioldgicas de este (Somero, 1973)* A temperatures su 
periores a los 209C, el efecto se invierte, funcio-- 
nando entonces el mdsculo esquelético blanco como un
verdadero mdsculo esquelético. No se encontraion cam 
bios de éstos paramétrés inducidos por la aclimata—  
ci6n de los animales a distintas temperatures, ni dd. 
ferencias substanciales en el porcentaje de las iso­
enzimas del mdsculo cardiaco ni esquelético con la a 
climataci<5n, aunque en el bigado, la baja temperatu­
ra parece que hace desaparecer casi por complete las 
bandas de actividad LDH, cambios relacionados posible 
mente con las variaciones morfoldgicas que présenta 
este tejido.
También se ha podido observer que las isoen— 
zimas de IDH mAs anôdicas que desaparecen en el higa 
do de ciprino transferido de baja a alta temperatura 
(Hochachka, 1965)1 reaparecen cuando el proceso de a 
climatacidn a 20-229C se compléta (Tsukuda y Ohsawa,
1974). Ademâs, se ha demostrado que la aclimatacidn 
a 189C durante dos meses de ciprinos, produce un au— 
mento de las actividades relatives de las LDH^ y LDH^ 
hepAticas cuando se comparan con las de animales acl 
matados durante dos meses a 289C; la diferencia en-— 
tre estas actividades es mayor si se comparan las de 
los peces aclimatados a 189C y medidas a 18?C con — 
las de los animales aclimatados a 289C y medidas a - 
389c (Tsukuda, 1975)# Esto se explica como que a ba­
ja temperatura hubiera unas condiciones mds favora-- 
bles para el funcionamiento de las isoenzimas 4 y 5#
Por otro lado, se ha descrito un modelo tip 
co de 5 isoenzimas de LDH en el miîsculo esquelético 
del pez ciprinidontiforme Fundulus heteroclitus re-— 
cién capturado; el mantenimiento de estos peces du-- 
rante 8 semanas a 20 y 309C, provoca un aumento de - 
las isoenzimas 4 y 5 en el mdsculo, mientras que los 
animales mantenidos a 4 90, no mostraron cambios fren 
te a los recién capturados. El aumento en la produc- 
ci(5n de las isoenzimas 4 y 5 a alta temperatura se - 
piensa que està originado por una elevaci<5n de la -
glucolisis muscular, con reduccidn de piruvato, pro- 
ducido en mayores concentraciones, y oxidacidn de - 
NADH catalizadas efectivamente por las isoenzimas 4 
Y  5 (Bolaffi y Booke, 1974), concluyéndose que po--— 
drfan afectar a la expresidn de las isoenzimas de - 
LDH otros factores ambientales (por ejemplo, la sali 
nidad), puesto que hay diferencias entre los anima-- 
les recién capturados y los mantenidos a 209C*
En otro pez, Semotilus atromaculatus. no se 
han observado grandes variaciones en el modelo de 11 
isoenzimas de LDH presente en el higado inducidas — 
por la temperatura de aclimatacidn, aunque si se en- 
contraron variaciones al parecer inducidas por la - 
combinacidn de los factores temperatura y fotoperio— 
do; desaparaci<5n de la isoenzima 10 en la adaptacidn 
a 5-C y l6 horas de luz y 8 de obscuridad y la inver 
si<5n entre la intensidad de las isoenzimas 10 y 11 - 
en los peces de 5-C y 8 h luz y l6 h obscuridad. Se 
concfuye que los resultados sugieren que la inducci<5n 
de isoenzimas, como mecanismo molecular de la compen 
saci<5n térmica, puede que esté limitada a enzimas e^ 
pecificas de tejidos especificos, taies como el higa 
do, en determinados animales, y que el fotoperiodo — 
indudablemente tenga también algiin papel en la com-- 
pensacién térmica a nivel molecular (Kent y Hart, - 
1976).
Los trabajos sobre la influencia de la adap- 
tacién a la temperatura en las isoenzimas de LDH en 
anfibios anuros son menos abundantes, quizâs debidô 
a que, en el género Rana. no es frecuente encontrar 
las cinco isoenzimas tipicas de otros vertebrados. — 
En los electroferogramas de LDH purificada de miSsculo 
esquelético de Rana pipiens se ha observado una banda 
de actividad correspondiente, al parecer, al tetrâme 
ro M4; mientras que en el corazén aparecen dos bandas 
de actividad, presumiblemente de M4 y M3H. Los elec-
troferogramas. de extractos crudes de corazén muestran 
cinco bandas de actividad, siendo muy tenues las co­
rre spondiente s a las tres isoenzimas mâs anédicas* -4 
No se observaron diferencias entre los modelos de is^ 
enzimas de las ranas aclimatadas al frio y las mante 
nidas a la temperatura ambiente, lo cual sa explica 
como indicativo de que Rana pipiens no altera su pro 
duccidn de isoenzimas como re curso de la compensacién 
térmica. Sin embargo, se aprecié un aumento en la - 
sensibilidad a la inhibicién por piruvato en las ra­
nas aclimatadas al frio, més notorio en la LDH muscu 
lar; la Km para piruvato de la LDH de mdsculo de los 
animales aclimatados al frio se aproxima a los valo— 
res de la enzima cardiaca, especialmente cuando las 
temperaturas de medida son bajas. Se sugiere la posjL 
bilidad de produccién de la isoenzima k en las ranas 
aclimatadas al frfo, pero en niveles no détectables 
en la electroforesis en gel de poliacrilamida ni por 
los métodos de ensayo de actividad utilizados. No se 
observaron diferencias en la Km de la enzima de cora 
zén, siendo posible que las isoenzimas de este teji— 
do sean mds sensibles iji vivo a la inhibicién que lo 
que se evidencia en los experimentos, realizados con 
la enzima purificada. Se tiene en cuenta que en las 
condiciones de aclimatacién, el suministro de oxfge— 
no a los animales es relativamente complete y que su 
actividad es baja (Enig et al., 1976). Sin embargo, 
no se miden ceunbios cuantitativos en la distribucién 
de las isoenzimas.
También se ha encontrado una disminucién si^ 
nificativa en la razén de los componentes mâs anddi- 
cos (LDHj^  y LDH^) de las isoenzimas de LDH a el mâs 
catédico (LDH^) en los hfgados del anuro de vida a—— 
cudtica Xenopus laevis aclimatados a l4,3-15-C duran 
te 1 mes frente a los aclimatados durante 24 dias a 
24,5-25,5-C, después de un période, en ambos cases, 
de 3 semanas de adaptacién a 19-C. Se observan unos
cambios siniilares en cultives in vitro de células de 
origen hepâtico y renal de X* laevis expuestos a 8 y 
24 9C, descendiendo en un las isoenzimas anddicas
en el caso del primer tipo de cultive y en un 50% en 
el caso del segundo con la exposicién al frfo, siendo 
en estes experimentos los zimogramas menos limpios — 
que en los de aclimatacién del animal. Se sugiere, a 
demâs de la influencia directa de la temperatura en 
las células al menos en una reaccién primaria, que - 
el cambio debido a la aclimatacién a una temperatura 
puede no ser una mera expresién del efecto de la pr£ 
sién parcial de oxfgeno, puesto que aumentan los corn 
ponentes catédicos cueindo el cultivo de células se - 
realiza a baja temperatura, donde la pO^ es relativa 
mente alta. Sin embargo, la aparicién del tipo de i— 
soenzimas del corazén en los cultives adaptados al - 
frfo con cierta intensidad, se explica como debido 
posiblemente a un efecto de la alta pO^ (Tsugawa, - 
1976).
En las experimentos realizados en nuestro la 
boratorio sobre las variaciones inducidas por la baja 
temperatura en la actividad relativa de las isoenzi­
mas de LDH de hfgado, corazén y cerebro de hembras a 
dultas de D_^  pictus pictus, no se ha detectaüo la a- 
paricién de ninguna isoenzima nueva, aunque s f se - 
han apreciado cambios cuantitativos en los porcenta- 
jes de las ya existantes, con un cierto paralelismo 
entre los distintos tejidos. Asf, en la adaptacién - 
experimental al frfo descienden los porcentajes de - 
las isoenzimas 1 y 2 en el corazén y el hfgado, mien 
que hay un aumento significativo en la LDH^  ^y LDH^ - 
en corazén y LDH^ en cerebro.Stse compara la respues- 
ta de los tejidos en la adaptacién experimental al - 
frfo y en la aclimatizacién al invierno, se observan 
tendencias paralelas en los tejidos homélogos, exce£ 
to en el cerebro; sin embargo el dnico cambio signi- 
ficativo comdn es el descenso de la LDH^ en el hfga—
do. La falta de similitud entre las variaciones en - 
los tejidos de los animales de un mismo grupo de ex­
perimentos podrfa tener su origen en las distintas -, 
reorganizaciones metabélicas que ocurren en los difje 
rentes tejidos (Shaklee et al. 1977)* Las diferencias 
que se observan en las respuestas de las mismas isoen 
zimas de tejidos homélogos con la adaptacién experi­
mental y con la aclimatizacién al frfo podrfa atri—  
buirse a que el grupo adaptado experimentalmente esté 
también sometido a ayuno y obscuridad, mientras que, 
como se ha podido observar, los animales de invierno, 
aunque reducen la actividad espontânea y, con ello, 
la frecuencia de alimentacién comparados con los de 
verano, no estân sometidos a un ayuno total y , a pe- 
sar de estar ocultos, estarfan influidos por el fot^ 
periodo natural.
Sobre las variaciones en el porcentaje de i- 
soenzimas. se han calculado las diferencias en las - 
cantidades relatives de las subunidades H y M, Los - 
resultados obtenidos de esta forma son mâs homogéneos 
en cuanto a la respuesta de los tejidos de un mismo 
grupo de experiencias. Asf, en el hfgado y el corazén 
de los animales adaptados experimentalmente se ha ob 
servado un aumento significativo en el porcentaje de 
las subunidades M, mientras que en el caso del cere­
bro no hay cambios significativos, Con respecto a los 
animales de invierno, se ha visto que hay un aumento 
significativo en el porcentaje de subunidades M solo 
en el cerebro, mientras que en los otros tejidos, en 
los que se aprecian diferencias en cuanto a la acti­
vidad relativa de algunas isoenzimas (descenso sign_i 
ficativo de LDH^  ^ en el hfgado y aumento significati­
vo de LDH^ en el corazén), el porcentaje de las subu 
nidades M tiende a aumentar, pero no significativa-- 
mente. Estas diferencias entre la respuesta de las - 
subunidades al frfo en los dos grupos de experimentos 
podrfa estar relacionada con las diferencias en la a
limentacion que se nan apuntaao mas ari’ioa*
Se han encontrado resultados similares en la 
adaptacién de larvas de D, pictus pictus en el estado 
331 observandose en los experimentos realizados en — 
nuestro laboratorio una disminucién de la LDH^ y un 
aumento de IDH^, cambios que son progresivos con el 
mayor tiempo de adaptacién al frfo en los dos grupos 
de experimentos realizados, También se observa un au 
mento de la LDH^ y en la LDH^ en todos los grupos a- 
daptados al frfo, que es significativo en la mayorfa 
de los casos, El porcentaje de las subunidades M tam 
bién aumenta con la adaptacién al frfo significativa 
mente en todos los casos observados, siendo este au— 
mento progresivo y paralelo al tiempo de adapta-- 
cién. En estos casos, serfa posible hablar de un au­
mento absolute, puesto que, como se ha visto, la ada£ 
tacién al frfo provoca también un aumento en las acti 
vidades total y espeeffica, aunque estas se han de—- 
terminado utilizando piruvato como substrato.
En los experimentos de adaptacién al calor - 
de lazvas de pictus pictus en el estado 33 reali— 
zados en nuestro laboratorio, se observan algunos — 
cambios en los porcentajes de isoenzimas de LDH opue^ 
tos, en cierto modo, a los observados en la adapta—  
cién al frfo; asf, se aprecié un descenso significa­
tivo en la actividad relativa de la LDH^, la cual se 
redujo hasta mâs de la mitad de la de los animales — 
contrôles, y un aumento significativo de la LDH^, Sin 
embargo, se detectaron también un aumento de las is^ 
enzimas 3 y 4 y una disminucién de LDH^, cambios tam 
bién encontrados en la adaptacién al frfo. No obstan 
te, las variaciones en el porcentaje de subunidades, 
con respecto al grupo control, no resultaron signifi 
cativas,
Los resultados obtenidos en nuestros experi-
mentos de adaptacién al frfo estdn de acuerdo con los 
resenados por otros autores en mamfferos (Burlington 
y Sampson, 1968; Brush, I968; Olsson, 1975); sin em­
bargo, parece haber diferencias substanciales en cuan 
to al origen sugerido para estas variaciones, a parte 
de los achacables a la diversidad filogenética entre 
los animales objeto de experimentacién. Se ha argu--? 
mentado que, durante la hibernacién en mamfferos, hay 
un aumento del métabolisme anaerobio. Este puede que 
no sea el caso de D , pictus pictus, anfibio anuro; - 
aunque este animal durante la adaptacién al frfo di^ 
minuya su actividad espontanea, la disponibilidad de 
oxfgeno crecerfa relativamente en el medio acuâtico, 
y en el medio aereo permanecerfa igual al menos, so­
bre todo en los animales adaptados experimentalmente, 
con lo cual, disponen jde suficientes cantidades - 
de oxfgeno para no estar obligados a utilizar el meta 
bolismo anaerobio. No se dispone de dates referentes 
al consume de oxfgeno de pictus pictus adulte ada^ 
tado al frfo, pero por homologfa con otros anuros, es 
de esperar que esta actividad se vea reducida en es­
tas condiciones. En las larvas en el estado 33, se — 
ha observado un descenso en el consume de oxfgeno pa 
ralelo al de la temperatura, el cual se acentda con 
la adaptacién al frfo. No se dispone de dates que re, 
lacionen la disminucién en el consumo de oxfgeno con 
un aumento en el métabolisme anaerobio, si bien se — 
ha descrito un efecto de compensacién parcial en la 
succinoxidasa de hfgado de Rana temporaria adulta,en 
zima relacionada con la cadena de transporte de elec 
trônes, con la aclimatacién a 8 y 229C (Smith, 1973)#
Por otro lado, los resultados sobre los cam­
bios en los porcentajes de subunidades M inducidos — 
por la adaptacién al frfo obtenidos en este trabajo, 
estân de acuerdo con algunas de las observaciones - 
realizadas en peces, concretamente en ciprino (Tsuku 
da, 1975), en las que se concluye que el aumento de
las isoenzimas LDH^ y LDH^ se debe a un funcionamien 
to mejor de estas isoenzimas a baja temperatura. Estos 
dates estân de acuerdo con las observaciones realiza— 
das en Xenopus laevis, concretamente en hfgado de a- 
nimales adultos, de manera que, aunque este anuro es 
acuâtico, es un einfibio muy relacionado filogenética 
mente con Dj. pictus pictus . El aumento observado en . 
el contenido de subunidades M en estos experiementos 
se piensa que puede no ser una mera expresién del e- 
fecto de la tensién de oxfgeno del medio, puesto que 
este aumento, provocado por la aclimatacién al Arfo,que 
se produce en un medio cuya presién parcial de oxfge 
es relativamente alta serfa contradictorio de la teo 
rfa "aerobia-anaerobia", abogando entonces por que - 
las isoenzimas mâs catédicas, en el caso de 2Lî Inevis, 
son algo mâs adecuadas que el reste de los componen— 
tes del sistema LDH para funcionar a baja temperatu­
ra (Tsugawa, 197^).
En la adaptacién al calor de las larvas de D . 
pictus pictus en el estado 33 cabrfa esperar, entonces, 
un aumento en el porcentaje de subunidades H en corn- 
paracién con los contrôles, lo cual no ocurre segiîn 
se ha visto.
Experimentos recientemento iniciados en nues 
tro laboratorio parecen indicar un aumento en la ac­
tividad relative de las isoenzimas catédicas de la - 
LDH de D . pictus pictus al descender la temperatura 
de medida de esta actividad, y un descenso en la con 
centracién de lactato necesaria para producir cierto 
grado de inhibicién en las isoenzimas mâs anédicas - 
(LDH^ y LDH^) también al descender la temperatura de 
ensayo. Si estas dos observaciones resultaran ser co 
rrectas, se podrfa sugerir que las isoenzimas catéd^ 
cas de la LDH de D . pictus pictus resultan relativa­
mente mâs efectivas que las anédicas para funcionar 
a baja temperatura, eegün parece ocurrir también en 
Rana pipiens (Eby et al., 1973).
Los cambios en las actividades LDH de D^ pic 
tus pictus descritos hasta aquf, podrfsin ser indica­
tives de ciertas reorganizaciones metabélicas, las - 
cuales no parecen ser drâsticas a juzgar por los valo 
res obtenidos, en estos animales como consecuencia de 
la adaptacién a la temperatura. Estes cambios podrfan 
estar inducidos directamente por esta, obteniéndose 
unas ciertas ventajas funcionales en la nueva situa- 
cién térmica, al aumentar la actividad relativa de - 
las isoenzimas que son mâs efectivas en un cierto r^ 
gimen térmico, como parece ser el caso de la adapta— 
cién al frfo. La temperatura también podrfa inducir 
una reduccién del métabolisme aerobio, segiîn se des- 
prende del descenso del consumo de oxfgeno observado 
en las larvas en el estado 33, compensando la deman­
da de energfa, posiblemente reducida en la adapta— - 
cién al frfo, con un aumento en el métabolisme anae— 
robio, que traerfa consign un aumento en la activi—— 
dad espeeffica de la LDH, el cual se ha observado, y, 
segân la teorfa "aerobia-anaerobia", un aumento en el 
contenido de subunidades M de este sistema enzimâti- 
co, también observado, aunque, como se ha dicho, no 
se dispone de dates que avalen este punto. Ademâs, - 
la adaptacién a alta temperatura no parece producir 
el aumento en el contenido de subunidades H esperado 
segân lo anterior, posiblemente debido a una disminu 
cién en la presién parcial de oxfgeno de 1 medio am­
biante acuâtico unido a una demanda aumentada de es­
te gas, que obligarfa al animal a utilizar cierta ta 
sa de métabolisme anaerobio en unas condiciones de — 
temperatura que no serfan idéneas para el funciona-- 
miento de las subunidades M, con lo que la solucién 
es intermedia: aumento de las isoenzimas de LDH in—  
termedias (3, 4 y 2).
Por otro lado, la adaptacién a distintas tem 
peraturas puede ocasionar alteraciones en el medio — 
interno del animal y en el intracelular taies como -
el cambio de pH, variaciones en los niveles do iones, 
metabolites y efectores, en la composicién lipfdica 
de las membranas, etc., los cuales parecen ser los — 
responsables directes de los cambios observados en ?» 
algunos sistemas enzimâticos (Presser, 1973; Hazel y 
Prosser, 1974; Salthe, 1975; Wilson, 1977; Valkifs, 
1978), pasando a ser la temperatura un factor indi­
recte.
En los experimentos sobre la Km para lactato 
de las isoenzimas de LDH de Dj, pictus pictus no se — 
han observado diferencias significativas entre las — 
Km de las isoenzimas de ovario de los animales adap­
tados a frfo y de los contrôles (otono)• En otros ex 
perimentos realizados en nuestro laboratorio, se ha 
podido apreciar una cierta semejanza entre las Km pa 
ra lactato de las isoenzimas de LDH de varies teji— 
dos (hfgado, cerebro y ovario). Esto es légico, pues 
to que, teéricamente, se trata de las mismas protei- 
nas pero sintetizadas en condiciones, y en tejidos — 
distintos (Nisselbaum et al., 1964).
Los valores obtenidos en estos experimentos 
guardan cierta semejanza con los obtenidos por otros 
autores, aunque se trate de otras especies, princi-— 
palmente mamfferos, y las condiciones sean distintas. 
Asf, en experimentos realizados con una concentracién 
de NAD'*' de 4,8xlO~^M, utilizando TRIS-Cl 0,1M a pH 
8,7 y un intervalo de concentraciones de lactato de 
0,01 a 0,33M, se han obtenido unos valores de Km de 
15 y 25,5x10“’ M para la LDH hepdtica y de hepatoma 
respectivamente; 4,7x10" M para la LDH_ de eritroci_ 
tos y 6,4 X 10 M para LDH^ cardiaca humanas (Nissel— 
baum y Bodansky, 1963). Midiendo las Km en condicio­
nes semejantes a las citadas inmediatamentè antes, 
con un gradiente de concentraciones de substrato en­
tre 0,005 y 0,084M de lactato, se obtuvieron unos va 
lores de 14,3 y ll,lmM para la LDH^ de hfgado y de —
cerebro numanos respectivamente, y ae h ,i y ^,/min pa 
ra la LDH^ de corazén y cerebro humanos respectiva-- 
mente y se concluyé que una especie de isoenzima tie 
ne las mismas caracterfsticas cinéticas,independien- 
temente del tejido de origen, dentro del mismo animal 
(Nisselbaum et al., 1964), utilizandose muestras pur^ 
ficadas de las enzimas.
Empleêndose tampén TRIS-CIH en una concentra—  
cién de 300 pnoles y de 0,71 pnoles de NAD^ en un v_o 
lumen final de 3 ml de solucién a pH 8,9* se han ob— 
tenido unos valores de 9 y 7*nM para LDH^ de vaca y — 
polio respectivamente, y de 25 y 40mM para LDH^ de — 
vaca y polio también, cuando las medidas se realizan 
a 252c (Pesce et al., 1964). En condiciones semejan 
tes a las anteriores, aislando y purificando también 
cada tipo de enzima, se han dado los siguientes val^ 
res en mM de las Km para lactato de las isoenzimas — 
LDH^ de los siguientes animales: 18 en pavo (Melea-— 
gris gallopavo), 18 en faisân (Phasianus colchicus), 
16 en pato (Anas plathyrhynchos), 18 en handâ (Pteroc 
nemia pennata), 13 en avestruz (Struthio camelus). — 
42 en rana toro (Rana catesbiana), 55 en lija (S qua- 
lus acanthis), 50 en lenguado del pacffico (Hippoglo 
ssus stenolepis), 50 en atân, 40 en polio y 25 en va 
ca; para las isoenzimas LDH^ de otras tantas especies 
se dieron los siguientes valores: 7mM en conejo, 9 en 
vaca y 7 en polio (Pesce et al., 1967).
Utilizando una técnica similar a la empleada 
en nuestro laboratorio, se han apuntado los siguien— 
tes valores de Km para lactato de las isoenzimas de 
LDH de mâsculo esquelético de rata: LDH^, 14,5; LDH^, 
9,5; LDH^, 6,7; LDH^, 5,0 y LDH^, 2,ImM, a partir de 
sobrenadantes crudos y medida la actividad LDH a 37-0 
en tampén fosfato 0,09M pH 7*4 y con una concentra-— 
cién de NAD^ de ImM (Melendez y Municio, 1972).
También se han dado valores de Ib y 2,9mM pa 
ra las Km para lactato de las LDH^ y LDH^ hum anas - 
respectivamente, mientras que en vaca se han dado — 
valores de l4 y (Masters y Holmes, 1975)* En la
bibliografia disponible, no se han encontrado mâs da 
tos referentes a la Km para lactato de las isoenzi­
mas 2, 3 y 4.
La mayorfa de los dates expuestos guardan — 
cierta relacién con los observados en nuestro labora 
torio sobre la Km para lactato de las isoenzimas de 
LDH de D. pictus pictus, si no en el intervalo de va 
lores, cuyas diferencias podrfan estar originadas por 
la diversidad de condiciones, si en un aspecto: la — 
mayorfa coincide en dar valores mâs bajos de Km para 
lactato a la LDH^ y los mâs altos a la LDH^ dentro — 
de la misma especie de animal, lo cual puede ser un 
date mâs para asegurar que la denominacién dada a - 
las bandas de actividad LDH observadas en los zimogra 
mas de Dj, pictus pictus, anâloga a la empleada en o- 
tros vertebrados. La semejanza de valores puede dar 
cierta confianza en el mâtodo utilizado.
Por otro lado, se ha podido observar cierto 
grado de inhibicién en las isoenzimas de LDH de Disco 
glossus pictus pictus producida por las altas concen 
traciones de substrato, que afecta con mayor intensj. 
dad a LDH^ ,^ con menor a LDH^ y, circunstancialmente, 
a las restantes isoenzimas. Esta inhibicién se ha a- 
preciado con concentraciones de lactato del orden de 
0,77M y, en menor grado, con 0,39M, es decir, las con 
centraciones mâs altas utilizadas en estos experimen 
tos, las cuales estân, al parecer, muy por en-- 
cima de las fisiolégicas (Vesell, 1975)*
Se ha detectado, en muchos casos, variabili- 
dad polimérfica en las isoenzimas de LDH, con una ex 
presién mâs clara en LDH^ y LDH^. Concretamente, en
anfibios del género Rana (R. pipiens y palus tris; 
Salthe, 1969) se han encontrado 11 variantes de LDH 
relacionadas con una distribucién geogrâfica determi 
nada; se sugiere que la existencia de estas varian­
tes se debe a distintos alelos del locus H, determi 
nantes de la sintesis de las subunidades H# Por otro 
lado, se ha detectado la presencia de tres genes ale^  
los que codifican para las subunidades H en dos sub- 
especies de Rana pipiens (Wright y Moyer, I968). En 
nuestros experimentos, se ha podido apreciar que, —  
probablemente, el tipo râpido de la LDH^ es el mâs a 
bundante en la zona donde se capturaron los animales 
adultes* Aunque no se pudo determiner el tipo de LDH^ 
de los padres de la puesta n93, la cual résulté con 
una proporcién de animales con LDH^ râpida-intermedia- 
lenta muy similar a la 1:2:1, en trabajos recientemen 
te realizados en nuestro laboratorio, se ha observa­
do que la primera generacién filial de un padre con 
LDH^ intermedia y una madré LDH^ lenta, résulté con 
una proporcién de 5 animales con LDH^ lenta y ninguno 
de los restantes tipos en el estado de gâstrula y en 
el de botén caudal, mientras que en el estado 33 se 
observaron 7 animales con LDH^ intermedia, 9 con - 
LDH^ lenta y ninguno con LDH^ râpida. Junto con estas 
observaciones, se ha podido constater que, en los a- 
nimales adultos, todos los tejidos pertenecientes al 
mismo individuo muestran idéntico tipo de LDH^*
De lo anteriormente expuesto se ha deducido 
que el tipo de LDH^ es una caracterfstica genética — 
dependiente, en el mâs sencillo de los casos, de dos 
alelos con dominancia intermedia que gobiernan la sfn 
tesis de dos tipos de subunidades M, a los cuales se 
podrfa denoininar M y M ^ , que se comb inan al azar, de 
forma que el tetrâmero m 4 serfa la LDH^ râpida y el 
M'4 serfa la LDH^ lenta, siendo la LDH^ intermedia — 
el conjunto de enzimas formado por la combinacién al
azar de las subunidades M y M (M4, MjM ,M2M 2, etc*}, 
con lo que este tipo de isoenzima producirfa una ban 
da mâs ancha en el zimograma que los otros dos tipos, 
en la cual serfa probable la distincidn de sub-ban—  
das, puntos que han sido observados en nuestros expje 
rimentos* La combinacién al azar de estos tipos de — 
subunidades con la subunidad H darfa lugar a una sé­
rié de zimogramas caracterfsticos* Asf por ejemplo, 
el tetrâmero M2H2 tendrfa una velocidad electroforé- 
tica mayor que el tetrâmero M'2H2* En los animales - 
en cuyas células estuvieran présentes los dos tipos 
de subunidades M, la situacién serfa mâs compleja, de 
manera que, por ejemplo, la LDH^ serfa el siguiente 
conjunto de tetrâmeros: M2H2, MN'H2 y M'2H2, con una 
proporcién 1:2:1, con lo cual,el zimograma mostrarfa 
una LDH^ mâs ancha que en los otros dos casos; en - 
nuestros experimentos se han podido comprobar estos - 
tres puntos* Por lo tanto, se puede concluir que la 
subunidad M de las isoenzimas de LDH de D_^  pictus pic 
tus variedad a manchas estâ présente como dos varian 
tes: M y M', dependientes, al parecer, de dos tipos 
de alelos del locus M, y que los genes LDH paternos 
comienzan a expresarse fènotfpicamente después del e^ 
tado de botén caudal* Sin embargo, aun se necesita-- 
rfan mâs pruebas para que esta hipétesis fuera indu- 
dable•
-CONCLUSIONES,-
1.-La adaptacién al frfo (8±29C) hace descen 
der significativamente la frecuencia cardiaca de los 
animales adultos y larvas al estado 33 del desarro- 
11o de Piscoglossus pictus pictus variedad a manchas,
2.-El consumo de oxfgeno de las larvas en el 
estado 33 de Piscoglossus pictus pictus adaptadas al 
frfo es significativamente menor que el de las lar— 
vas mantenidas a temperatura ambiente (l8i29C) cuan­
do se mide a 10, 20 y 25-C, Este efecto se ha rela­
cionado con un mantenimiento de las réservas metabé- 
licas.
3.-La para el consumo de oxfgeno de Dis-
coglossus pictus pictus en el estado 33 del desarro— 
llo, es préximo a 2 entre 10 y 209C en los animales ; 
adaptados al frfo. En los animales adaptados a tempja 
ratura ambiente, la Q^q entre estas temperaturas es 
menor, Estos resultados se han relacionado con una 
capacidad de compensacién instantanea mâs baja en — 
los animales de frfo.
4.-La adaptacién al frfo a largo plazo duran 
te el periodo larvario altera la relacién entre cre— 
cimiento y morfogénesis, puesto que se observa un r^ 
traso en el desarrollo larvario paralelo a un aumen— 
to en e1 tamaho corporal en los animales adaptados 
al frfo desde el estado de néurula.
5.-La actividad espeeffica de la enzima lac­
tato deshidrogenasa (LDH) disminuye significativamen 
te en el tejido cardiaco de Discoglossus pictus pic— 
tus adulto adaptado experimentalmente al frfo. Esta 
actividad disminuye, aunque no significativamente, 
en los animales adultos durante el invierno. Estos
— 20 9—
X I ;  o  U .X  u o  xLCkxi. c, v iA  x c i  l a x  ^  n iX A i« x i>  x  \ja j l  \j v j ^
servada en la frecuencia cardiaca*
6.-Las actividades especfficas de la enzima 
LDH de hfgado y cerebro de los animales adultos adajg 
tados experimentalmente al frfo y de los de invierno 
no muestran variaciones significatives en relacién 
con sus respectivos contrôles*
7*-La actividad espeeffica de LDH de Disco— 
glossus pictus pictus al estado 33 expérimenta un au 
mento significativo en las larvas adaptadas al frfo 
en relacién con las mantenidas a temperatura ambian­
te *
8*-En los tejidos de los animales adultos, ex 
cepto en el cerebro de los de adaptacién experimental, 
y en las larvas complétas en el estado 33 de Discoglo 
ssus pictus pictus aumenta el porcentaje de subunida 
des M con la adaptacién al frfo* Este aumento se de— 
be al descenso de la actividad de las isoenzimas con 
mayor proporcién de subunidades H en el caso del teji 
do cardiaco, puesto que la actividad espeeffica en e^ 
te tejido disminuye con la adaptacién al frfo* En el 
caso de las larvas, este aumento en el porcentaje de 
subunidades M se debe a una mayor actividad de las i 
soenzimas con mayor proporcién de subunidades M, pue^ 
to que la actividad espeeffica aumenta con la adapta 
cién al frfo*
9.-La adaptacién al calor (29±29c) aumenta la 
actividad espeeffica de la enzima LDH eh las larvas 
en el estado 33 de Dis coglossus pictus pic tus *
10*-La adaptacién al calor no altera el por— 
centaje de subunidades M del conjunto de isoenzimas 
de LDH en las larvas en el estado 33*
ll*-Las variaciones observadas en las activi
dades de la LDH durante el periodo larvario de Disco­
glossus pictus pictus adaptados a varias temperatu­
ras podrfan ser una consecuencia de la interaccién 
de tres factores; las variaciones en la presién par­
cial de oxfgeno del medio, los cambios en las propie 
dades cinéticas de las isoenzimas y una alteracién 
en la razén de métabolisme aerobio/anaerobio• El re- 
sultado de esta adaptacién serfa el mantenimiento de 
unos niveles adecuados de actividad glucolftica.
12.-Las diferencias entre las respuestas de 
las actividades especfficas de la LDH de los tejidos 
del animal adulto y de las larvas complétas en el es^  
tado 33 con la adaptacién al frfo, podrfan estar re­
lacionadas con una mayor reduccién de la actividad 
espontânea del adulto frente al frfo y a una mayor 
capacidad de respuesta, con menores costos energéti- 
C O S ,  de los animales adultos.
13.-Los valores de Km para lactato de las i- 
soenzirnas de LDH de Discoglossus pictus pictUs, med^ 
dos a 369c, se ajustan a los obtenidos por otros au­
tores en diverses especies. Estos valores no varfan 
con la adaptacién al frfo, por lo que se deduce que 
no hay induccién de nuevas isoenzimas,
14.-Se han detectado dos variantes, de ori­
gen genético, en las subunidades M de LDH de Disco— 
glossus pictus pictus, Esta subunidad parece depen— 
der de dos alelos de dominancia intermedia que gobier 
nan la sfntesis de dos tipos de subunidades M; M (râ 
pida) y M' (lenta).
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